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@) Heparosanes-N,0-sulfates de haute masse moleculaire, leur precede de preparation et les 
compositions pharmaceutiques qui les contiennent 

(g) L'invention a pour objet de nouveaux h6parosanes-N.O-sulfates de haute masse moleculaire, 
constitues par des chaines ou par un melange de chames de masse moleculaire entre 1,5.10^ et 4,0.10 
Da, caracterisees par une structure disaccharidique rep6t6e de formule I : 
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dans laquelle, E repr6sente. dans 0 ^ 80 % des unites disaccharidiques dudit h6parosane-N,0-sulfat6, 
un groupe ac6tyle, et dans les unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate at eventueHement 
un atome d'hydrogene, G repr^sente un atome d'hydrogene et un groupe 
pharmaceutiquement acceptables desdits h6parosanes- N,0-suIfat6s. 
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La presents invention a pour objet de nouveaux lieparosanes-N,0-suifates de haute masse moleculaire, 
les compositions d'heparosanes-N,0-sulfates contenant ces nouveaux heparosanes-N,0-sulfates, et les 
compositions pharmaceutiques ayant comme principe actrf les nouveaux h6parosanes-N,0-sulfat6s de liaute 
masse moleculaire. 

II est connu que les glycosaminoglycanes sont des produits susceptibles d'etre obtenus par extraction des 
tissus animaux. Certains de ces glycosaminoglycanes possedent des proprietes anticoagulantes et antlthrom- 
botiques tres interessantes. Des produits typiques de cette famille sont Theparine, ses fragments et leurs de- 
rives, ainsi que Theparane-sulfate et le dermatane-sulfate, qui ont cependant le desavantage, du ^ leur origine, 
d'etre tres couteux. 

En particulier, II est connu que le dermatane-sulfate est une famille de polymeres de degre de polymeri- 
sation variable, formes d'unites repetees constituees d'un groupe acide uronique (iduronyle ou glucuronyle) 
et d'un groupe acetylsulfo-4-galactosaminyle (H.W. Stuhisatz 'The Methodology of Connective Tissue Re- 
search ", ( 1 976), 1 37- 1 46). Le dermatane-sulfate natural a une masse mol6cuiaire comprise entre 2. 1 CH et 4. 1 0* 
Da. Ce produit est particulierement interessant comme anticoagulant et antlthrombotique (F. Fernandez et al, 
British Journal of Haematology, (1986), 64, 309-317). 

II est d'autre part connu (I. Bjork et U. Lindahl, "Molecular and Cellular Biochemistry", (1982), Dr. W. Junk 
Publishers - Pays-Bas) que la coagulation sanguine est un phenomene physiologlque complexe, dont le me- 
canisme peut etre schematise et resume de la fagon suivante : 
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55 Certains stimuli, tels que Tactivation de contact et les facteurs tissulaires, declenchent I'activation suc- 

cessive d'une serie de facteurs de coagulation presents dans le plasma sanguin, ceux-ci etant reperes par des 
chrffres romains surle schema ci-dessus et la presence de Tindice a d^signant la forme activee (Indice a pr^ 
sent) ou non activee (indice a absent) d'un facteur de coagulation donn6. 
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Quelle que soit la nature du stimulus, les etapes finales sont identiques : le facteur Xa active le facteur II 
(egalement appele prothrombine), lequel sous sa forme activee (facteur 11a egalement appele thrombine) pro- 
voque la proteolyse partielle du fibrinogene soluble avecliberation de la fibrine insoluble, constltuant principal 

du caillot sanguin. _ _ 

T Dans les conditions physiologiques normales, des proteines r^gulatrices telles que rantithrombine ill 

(ATlll) et le cofacteur II de ('heparins (HCII). sont egalement presentes dans le plasma. 

L'antithromblne HI exerce une actlvite inhibitrice sur I'ensemble des facteurs de coagulation reperes par 
un asterisque {*) dans le schema ci-dessus. Cette inhibition est amplif iee de fagon tres forte en presence d'he- 
parine ou d'oligosaccharides de synthase de type h6pannique (D.H. Atha et al, Biochemistry. (1 985), 24, 6723- 
10 6729). 

Le cofacteur II de I'heparine n'exerce une activite inhibitrice que sur le facteur lla (thrombine), lequel ca- 
talyse la derniere etape de la coagulation. Cette activite est amplif lee de fapon importante en presence d'he- 
parine ou de dermatane-sulfate (D.M. Tollefsen, J. Biol. Chem, (1983), 258, 6713-6716). 

L'inhibition du facteur Xa ou du facteur ila constltue un moyen privilegie pour obtenir une activite anticoa- 
15 gulante et antithrombotique puisque ces deux facteurs interviennent dans les deux dernieres etapes de la coa- 
gulation, lesquelles sont ind^pendantes du stimulus declencheur. 

Pour obtenir rinhibition du facteur lla seul, une possibility particulierement interessante consiste a mettre 
a profit la specif icite du cofacteur II de I'heparine et a rechercher Tamplif ication de son activity inhibitrice. Le 
dermatane-sulfate est le produit connu possedant I'activite amplificatrice de ce type, la plus puissante. 
20 II est egalement connu que la constitution de la chaine h6parinique principale se fait en deux etapes. Dans 

un premier temps, I'heparine est biosynth6tls6e d partir d'un prot6oglycane precurseur. dont la partie poly- 
saccharidique est constitu6e par une familie de polym^res de degr6 de polymerisation variable formes d'unit6s 
disaccharidiques rep6tees p-D-glucuronyl -1.4-a-N-ac6tyl-D-glucosaminyl-(1 ,4). Cette partie polysaccharidi- 
que est habituellement appelee N-ac6tylh6parosane (J. Navia. Anal. Biochem., (1983), 135, 134-140). Cette 
25 premiere 6tape de biosynthese est le seul moment du Ton peut vraiment parler d'un "motif disaccharidique" 
car la seconde 6tape de la biosynthese va modif ier ce squelette simple d'une maniere profonde ("L'heparine, 
fabrication, structure, proprietes, analyses", J. P. Duclos, (1984) pp. 81-83, Masson Ed.- France). 

Eneffet, rheparinenaturelle. resultatde la biosynthese, estun polysaccharide constltue par des molecules 
d'acide glucuronique et d'acide iduronique (acides uroniques), 6ventuellement su!fat6es en position 2. asso- 
30 ciees a des molecules de glucosamine, 6ventueilement sulfat6es en position 6 et sulfatees ou acetylees sur 
Tamine en position 2. 

II est aussi connu que certaines bacteries de I'espece Escherichia coli produlsent un polysaccharide cap- 
sulalre, habituellement appele antigene K5, qui est une familie de polymeres constitues d'unites repetees p- 
D-glucuronyl-1,4-a-N-acetyl-D-glucosaminyl-(1,4), (W.F. Vann et al, Eur. J. Biochem, (1981), 116, 359-364). 
35 Ce polysaccharide, de meme nature chimique que la partie poiysaccharidique du proteoglycane precur- 

seur de I'heparine, sera appele icl N-ac6tylheparosane. Ce produit possede une masse moleculaire comprise 
entre 10^ et 2,0,10^ Da, et au niveau des unites "acide uronique", une structure tres reguliere composee uni- 
quement d'acide D-glucuronique (W.F. Vann et al, Eur. J. Biochem., (1 981), 1 1 6, 359-364, et demande de brevet 
EP-A-0 333 243). 

40 La demande de brevet EP-A-0 333 243 decrit le polysaccharide K5 O-sulfate (N-acetylheparosane O-sul- 

fate) ainsi que certains de ses fragments, composes respectivement de 4, 6 ou 8 unites "sucres", egalement 
0-sulfat6s. Ces prodults ont une activity antiangiog6nique et antitumorale, avec un rapport favorable de ces 
activites par rapport aux proprietes anticoagulantes. Ce document decrit egalement des fragments de N-ace- 
tylheparosane composes respectivement de 4, 6, 8 ou 10 unites "sucres", et aussi des N-acetylh^parosanes 

45 0-suIfates de haute masse moleculaire. Ces derniers produits, soumis a une depolymerisation drastique. selon 
la m6thode decrite par W.F. Vann et al dans Eur. J. Biochem., (1981), 116, 359-364. donnentde petits fragments 
de N-acetylheparosanes O-sulfates, constitu6s de 8, 6 ou 4 unites "sucre" tels que d§crits dans le brevet EP- 
A-0 333 243. 

La demande de brevet EP-A-0 333 243 decrit aussi la preparation d'un pentasaccharide ayant la structure 
50 N-acetylheparosane-0-sulfat6, par synthese chimique totale. 

II est egalement connu que le polysaccharide K5, N-desac6tyle et N-sulfat6, peut-etre utilise comme subs- 
trat pour les enzymes qui catalysent les dernieres reactions de modification du polymere, a savoir la hexuro- 
nosyj-C5-epimerisation et la O-sulfatation dans la biosynthese de I'heparine (M. Kusche et al, Biochem. J. 
(1991). 275. 151-158). M. Kusche et al decrivent la preparation du polysaccharide K5 N-desacetyle-N-sulfat6 
55 par N-desac6tylation a I'aide de I'hydrazine/sulfate d'hydrazlne et N-sulfatation par traitement du produit N- 
d6sac6tyle avec le complexe trimethylamine-trioxyde de soufre. 

II est enfin connu que par 5-epimerisation partielle et O-sulfatation du polysaccharide K5 C5-6pimeris6, 
N-d6sac6tyl6 et N-sulfat6. on obtient des prodults qui ont une activity anti-Xa et une activity anti-lla via HCII 
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qui se situe entre celle typique de I'heparine de muqueuse et celle de I'heparane sulfate (B. Casu et al, Inter- 
national Symposium on Heparin and related polysaccharides, UPPSALA, 2-6 septembre 1991, Abstract N°12). 
Tous ces produits, comme I'lieparine, ont dans ieurs chaines aussi bien des structures glucuronlques que des 
structures Iduroniques. Des derives du polysaccharide K5 C5-epimerises N-desacetyles et N-sulfates compor- 

5 tant dans Ieurs chaines aussi bien des structures glucuroniques que des structures iduroniques sont aussi d6- 
crits par M. Kusche et al, Biochem. J. (1991), 275, 151-158. 

J. Riesenfeld et al (Glycoconjugate (1987), 4, 179-189) decrivent, lors d'une etude destinee a elucider la 
biosynthese de i'heparine, la sulfatation d'un N-ac6tylh6parosane par une enzyme, sans mentionner la struc- 
ture exacte des produits obtenus. 

10 Par ailleurs, on sait que le brevet franpais N** 2.584.728 du 10.11.87 (cor res pendant d la demande FR- 

85.10787) decrit un precede de sulfatation de glycosamlnoglycanes, et notammentde I'heparine, permettant 
d'introduire des groupes esters sulfuriques (groupe -SO3) a la place de groupes hydroxyles (-0H) primaires 

sur ies unites saccharidiques du glycosamlnoglycane de depart, sans modifier son degre de polymerisation 
nison homogeneite. 

^5 On a maintenant trouve que par O-sulfatation du polysaccharide K5 N-desacetyle et N-sulfate, on obtlent 

un heparosane-N,0>sulfate de haute masse molecuiaire qui poss^de une bonne activity sur la coagulation, 
tadite activite se manifestant via I'heparine cofacteur II et, ce qui est surprenant, via Tantithrombine III. Plus 
particuli§rement, on a trouv6 defagon inattendue, que la 5-6pim§risation partlelle n'est pas necessaire et que 
Ies heparosanes-N,0-sulfates. contenant dans Ieurs chaines, a cote des unites de glucosamine, uniquement 
des unites glucuroniques, peuvent etre utilises comme principes actife de medicaments anticoagulants et an- 
tithrombotiques. 

Les heparosanes-N.Osulfates de haute masse molecuiaire, objet de la presente invention, se distinguent 
done des autres produits deja decrlts dans la litterature, par leur structure originale, notamment caracterisee 
par un degre de sulfatation eleve (sulfatation aussi sur le groupe amine de la glucosamine), par I'absence d'aci- 

25 (je iduronique et par Ieurs propri^t^s pharmacologiques inattendues. lis possedent une activite anticoagulante 
vis a vis de I'heparine cofacteur II (HCII) plus forte que celle du dermatane-sulfate. En effet, Ieurs activites 
pharmacologiques sont comparables a celles des glycosamlnoglycanes couramment utilises en therapeuti- 
que, notamment celles de I'heparine, et peuvent etre utiles pour la regulation de la coagulation. Les produits 
de rinvention trouvent plus partlculi^rement Ieurs applications comme antlthrombotiques. 

L'expression "de haute masse molecuiaire" telle qu'utlllsde dans la prdsente description pour le polysac- 
charide K5 et pour ses d6rlv6s N-d6sac6tyl6s, N-d6sac6tyl6s et N-sulfat6s alnsi que pour les h6parosanes- 
N,0-sulfates objet de la presente invention se r6fere ^ une masse molecuiaire superieure ^ 1 ,5. 1 0"^ Da, a savoir 
au dela de la llmlte dans laquelie ladite masse molecuiaire est determin^e avec une certaine precision seion 
les methodes analytiques courantes. Lorsque Ton se r^fere au polysaccharide K5 naturel et d ses derives, il 

^ estentendu que leur masse molecuiaire est celle indiquee dans les references W.F. Vann et al (Eur. J. Biochem, 
(1981), 116, 359-364) et EP-A-0 333 243 ci-dessus sauf si diversement specifies. Toutefois, la meme expres- 
sion inclut egalement des produits ayant une masse molecuiaire inferieure a celle du polysaccharide K5 naturel, 
obtenus par fractionnement et/ou fragmentation et formes par des chaines de masse molecuiaire comprise 
entre 1 ,5.10* et 10^ Da. En definitive, I'expression "haute masse molecuiaire" s'appllque e tout produit de type 

^ polysaccharide K5, y compris les fractions, eventuellement N-desacetyles et N-sulfates ou a tout heparosane- 
N,0-sulfate, y compris ses fractions, ayant une masse molecuiaire comprise dans I'intervalle entre environ 
1,5.10* et environ 4,0.1 0^ Da. 

La presente invention a pour objet, des heparosanes-N,0-sulfates constitues par des chaines ou par un 
melange de chatnes de masse molecuiaire entre 1,5.10* et 4,0.10^ Da, caracterises par une structure disac- 

^ charidique repetee de formule I : 



55 

dans laquelie, 

- E represente, dans 0 S 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N,0-sulfates, un groupe 
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acetyle, et dans les unites disaccharidiques restantes, un groups sulfate et eventuellement un atoms 
d'hydrogene, 

- G represente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate, 

et les sels pharmaceutiquement acceptables desdits heparosanes-N,0-sulfates. _ ^ 

5 "Le degre de sulfatation des h6parosanes-N,0-sulfate*s de haute nias'se mdleculaire exprinn^ cbnrime rap- 

port sulfate/carboxyle. est de preference de 1,5 a 3,0. 

L'invention concerne aussi une composition d*heparosane-N,0-sulfate nontenant au moins 70 % en masse 
d'un heparosane-N,0-sulfate decrit cl-dessus et objet de la presents invention. 

Les heparosanes-N.O-sulfates objet de la presents invention peuvent etre constitues de chames polysac- 

10 charidlques identlques de masse moleculaire blen d6f Inie, cette masse mol6culaire etant sltu6e dans Tlnter- 
valle 1 ,5. W et 4,0.1 0^ Da. lis peuvsnt aussi etrs constitues par un mslange de chaTnes de masses moleculaires 
variables, ces masses moleculaires etant comprises entre 1,5.10^ et 4,0.10^ Da. La dispersion des masses 
moleculaires de ces chames peut-etre plus ou moins importante. En effet, les heparosanes-N,0-sulfates, objet 
de la presente invention peuvent etre constitues par des chames ayant entres elles une difference de masse 

15 moleculaire d*au maximum environ 3,9.10^ Da, ou au contraire, seulement par des chaines ayant entre elies 
une difference de masse moleculaire d'environ 300 Da. ce qui correspond a une unite de structure uronique 
(acids D-glucuronique ou ses derives) ou de structure glucosamine, ou encore des chaTnes ayant entre elles 
une difference de masse moleculaire inferleure 300 Da dans le cas ou les h6parosanes-N,0-sulfates resul- 
tent d'une fragmentation chimique. II est aussi evident qu'enfonction de la constitution de chaque heparosane- 

20 N,0-sulfate. la masse moleculaire des chaines ayant, soit la masse moleculaire la plus faible, soit la masse 
moleculaire la plus haute, peut correspondre k n'Importe quelle valeur comprise entre 1,5.10^ et 4,0.10^ Da. 
Le terme "environ" indique des poids moleculaires tr6s prochss des valeurs annonc6es, et il est utilise pour 
ne pas se llmlter ^ ces valeurs pr6clses. Cela se justif ie pal" les dlff icult6s rencontr6es lors de I'^valutlon des 
poids moleculaires et par la dispersion des resultats que rhomme de I'art peut obtenir, due ^ la pr6clsion-des. 

25 met hodes employees, aussi performantes soient-eiles. '.'^ 

L'expression "G repr6sente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate" utilisee ci-dessus, indique que G 
dans I'unlt^ disaccharldique de formule I, represente pour certalnes positions un atome d'hydrogene et dans 
les autres restantes, un groupe sulfate. De la meme mani^re, E represents dans certalnes unites disacchari- 
diques un groupe ac6tyle et dans le reste de ces unites, un groupe sulfate ou eventuellement un atome d'hy- 

30 drogene. Les unites disaccharidiques des heparosanes-N,0-sulfates, peuvent done ne pas etre toutes identi- 
ques. 

La formule I represente une structurs repetitive disaccharidique formee par une unite glucosamine et une 
unite acide D-glucuronique. Lesdites unites peuvent etre inversees, plus particulierement, si Ton considere que 
la structure disaccharidique de formule I est repetee n fois et que I'unit6 non reductrice des chaines peut-etre 
35 indifferemment soit une unite glucosamine, telle que representee dans la formule I avec un groupe hydroxy 
en position 4 cette unite de glucosamine 6tant sulfat6e ou non, soit un acide D-glucuronique contenant even- 
tuellement une double liaison en position C4-C5 et etant sulfate ou non. L'unite reductrice peut-etre indiffe- 
remment soit un acide D-glucuronique, tel que represente dans la formule I, substitue par un hydrogens sur 
I'oxygene anomerique, soit une glucosamine. Les composes pref^res de l'invention sont constitues de chames 
40 dont les extremites reductrices et non reductrices sont des unites uroniques sulfat^es ou non, de la glucosa- 
mine sulfates ou non ou de la N-ac6tylglucosamine sulfatee ou non. 

Comme dans Is cas ds Chspahne et sauf indication contraire, on entend par les termes "polysaccharide 
K5" et "heparosane-N,0-sulfate" r6feres aux produits, les produits sous forme de sel de sodium. 

Selon un autre de ses aspects, la pr6sente invention a pour objet un precede de preparation d'h6parosa- 
45 nes-N.O-sulfates de haute masss moleculairs caracterise en ce que : 

(i) soit on soumet un produit de depart constitue par un polysaccharide K5 N-desacetyle, N-suIfate. ou par 
une de ses fractions, d une O-sulfatation, 

(ii) soit on soumet un produit de depart constitue par un polysaccharide K5 N-desacetyie, ou par une de 
ses fractions, a une N, O-sulfatation partielle suivie eventuellement d'une N-sulfatation totale, puis Ton iso- 

50 Is le produit ainsi obtenu et on le transforme eventuellement en un sel pharmaceutiquement acceptable. 

On utilise comme produit de depart, des produits qui ont une masse moleculaire comprise dans I'intervalle 
d'environ 1,0.10^ e environ 2,0.10® Da, pour preparer des heparosanes-N,0-sulfates objet de la presente in- 
vention. A partir des produits ayant une masss moleculaire d'environ 2,0. 10^ Da, on obtient des heparosanes- 
N,0-sulfat6, ayant une masse moleculaire d'environ 4,0.1 0^ Da. La difference de masse indiquee entre les pre- 
ss duits de depart et les heparosanes-N,0-sulfates, est due e la N, O-sulfatation. 

La presente invention a aussi plus particulierement pour objet un procede de preparation d'une composi- 
tion contenant 70 % e 100 % d'un heparosane-N.O-sulfate de haute masse moleculaire. objet de la presents 
invention, caracterlse en ce qu'il comprend la sequence des etapes suivantes : 
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etape a : culture d'une souche d' Escherlchia coli (K5). pourformer un N-acetylheparosane (polysaccha- 
ride K5) de haute masse moleculaire, 

etape b : isolement et purification du N-acetylheparosane form§ pourobtenirune composition contenant 
70% a 100 % d'un N-acetylheparosane constitue par un melange de chaines de masse moleculaire entre 
1,0.10* et 2.0.106 caract6risees par une structure disaccharldique r6p6tee de formule il : 

CHjOH 

—0. y — 0^ ^ 

(II) 



NHCOCH3 OH 

6tape c : desacetylation de cette composition de N-ac6tylheparosane pour obtenir une composition 
contenant 70 % a 100 % d'un heparosane constitue par un melange de chaines de masse moleculaire 
entre 1.0.10^ et 2,0.106 caract§rls6es par une structure disaccharldique r6p6tee de formule 111 : 





(HI) 



NHR 



dans laquelle R' represents, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques, un groupe ac§tyle, et dans les 
30 unites disaccharidiques restantes un atome d'hydrogene, 

- etape d : 

- solt une N-sulfatation totale ou partielle pour obtenir une composition contenant 70 % a 100 % d'un 
heparosane N-suIfate constitue par un melange de chaines de masse moleculaire entre 1,0.10^ et 
2,0.106 Da caracterisees par une structure disaccharldique r6p6tee de formule IV : 

35 




(IV) 



NHE 



OH 



45 dans laquelle E represente dans 0 & 80 % des unites disaccharidiques un groupe acetyls et dans les 

unites disaccharidiques restantes un groupe sulfate et 6ventuellement un atome d'hydrogfene, 
cette 6tape de N-sulfatation partielle ou totale 6tant suivie d'une 6tape de O-sulfatation partielle ou 
totale, 

- solt une N,0-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane, 
50 - solt une N, O-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane suivie d'une etape de N-sulfa- 

tation totale, 

et comporte eventuellement une ou plusieurs 6tapes de fractlonnement des masses mol6culaires effectu6es 
^ la fin des etapes a, b, c ou d. 

Comma produit de depart, on peut utiliser un polysaccharide K5 N-d§sac6tyl6, N-sulfat§ tel que celui d6crlt 
55 par M. Kusche et al (Biochem J. (1991), 275, 151-158). 

Un autre produit de depart avantageux, est un polysaccharide K5 te! que decrit dans EP-A-0 333 243. 

Un produit de depart particulierement avantageux est un polysaccharide K5 obtenu par culture d' Esche- 
richia C0IISEBR3282. Cette souche est une souche derivee de la souche Bi 8337-41 (O10: K5:H4) ATCC 23506 
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(decrite notamment par D.S. Gupta et al FEMS Microbiology Letters. (1982). 14. 75-78 et W. Vann Eur. J. Bio- 
chem., (1981). 116. 359-364). 

La souche Escherichia coll SEBR 3282 repond positivement au testdetypage parle phage K5 specif ique, 

selon la methode de B. Kaiseret al (J. Clin. Microbiol., ( 1984), 19, 2, 264-266). II s'agltdonc bien d'une so uche 

1 "E"sch"erichia coH (K5). Cette souche a 6te'd6pos6e*aupres dela CNCM de rinsTltut PasteurT Paris, France, sous 
le N° 1-1013. On peut aussi utlliser un mutant, soit spontane soit induit de cette souche, comme aussi d'autres 
souches d' Escherichia coii (K5) appropriees par exemple la souche Bi 626-42 (012:K5(L):NM) ATCC 23508. 

Pour la preparatid'n d'un N-acetylheparosane de haute masse moleculaire utilise comme matlere premiere 
pour I'hemisynthese chimique des prodults de ('invention, un milieu de culture riche en glycerol est utilise de 
10 preference au glucose. 

La culture de la souche d^ Escherichia coii (K5) est contlnuee de preference au moins deux heures apres 
I'arret de la croissance de la biomasse (environ 25-35 heures d'age en fermenteur). 

Al'^tape b. i'isolement et la purification du N-acetylheparosane, pour obtenir une composition contenant 
70 % a 100 % d'un N-acetylheparosane constitue par un melange de chatnes de masse moleculaire entre 
15 1,0.10^ et 2,0.1 0^ Da, caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formule II, sont realises par 
un precede comprenant au moins une etape de precipitation et une etape de chromatographie d'echange 
dMons. Cette dernlere etape est realisee en utilisantde pr6f§rence une colonne Q-Sepharose ou une colonne 
Equivalents. La precipitation est effectuee par un solvantorganique appropri6. et notamment un alcool, de pre- 
ference I'ethanol. Lors de ce procede, le N-acetylheparosane peut-§tre sous forme de sel, de pr6f6rence sous 
20 forme de sel de sodium. 

A titre d'exemple, on peut sch6matlser le procede prefere d'isolement et de purification comme suit ; 

- 6tape a^ : Precipitation par T^thanol, 

- etape b^ : Dialyse, 

- 6tape Ci : Precipitation parTethanol. puis deshydratation etsechage, 
25 - etape di : Purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- 6tape ei : Precipitation par T^thanol de I'^luat, obtenu par I'Etape di, deshydratation, s6chage et broya- 

Concernant les etapes a^, b^, Ci, I'ordre avec lequel elles sont effectuees importe peu. Une des etapes 
ou peut §tre supprimee. 

30 Al'etape ei, la precipitation par I'ethanol n*est pas indispensable. II est possible d'tsoler ie N-acetylhepa- 

rosane par d'autres methodes comme par exemple par evaporation sous vide de I'^luat, obtenu par I'etape 

L'isolement et la purif ication du N-acetylheparosane, pour obtenir une composition contenant 70 % a 100 
% d'un N-ac^tylheparosane constitu§ par un melange de chaTnes de masse moleculaire comprise entre 1 ,5.1 0* 
35 et 2,0.1 0^ Da environ peut aussi etre effectuee de la maniere suivante : 

- etape a\ : Dialyse, 

- etape b'i : Purification en milieu acide, Elimination des impuretEs insolubles dans des solutions aqueu- 
ses de pH 3,5 et pH 1,8, 

- etape c'-, : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sEchage, 
40 - etape d'i : Hydrolyse alcallne et dialyse, 

- etape e\ : Purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- Etape f*i : Purification par chromatographie d'exclusion. 

Ce procedE d'isolement et de purification est aussi un procede prefere de I'invention. 

L'hydrolyse alcaline est effectuee avec une solution de NaOH, ^ une temperature comprise entre 30°C et 

45 ao^c. 

En appliquant les procedes d'isolement et de purification, on peut utiliser comme produit de depart, soit 
la suspension obtenue d la fin de la culture et dans ce cas une filtration prealable est necessaire. soit un produit 
qui est deja soumis k une purification prEliminaire effectuEe selon un procEdE qui comporte les etapes sui- 
vantes : 

50 - Etape a"i : Centrifugation de la suspension obtenue d la fin de la culture. 

- etape : Mise en contact du surnageant avec une solution alcaline, 

- etape c"i : Pref iltration. 

- etape d"^ : Concentration sur membrane de seuil de coupure dEterminE. et Eventuellement, 

- Etape e"i : Dialyse. 

55 Comme solution alcaline, on peut ici aussi utiliser une solution de NaOH. 

De maniere prEferentielle, on procede E une purification prEliminaire du produit obtenu a la fin de la culture, 
selon la mEthode dEcrite ci-dessus. 

Les deux extrEmitEs rEductrice et non rEductrice des N-acEtylhEparosanes de formule II tels qu'obtenus 
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selon le proced6 decrit cl-dessus et en utilisant la souche d'EscherichIa coii SEBR 3282 ou une autre souche 
approprl§e comme indlqu^ pr6c6demment, sont des unit6s uroniques ou de la N-ac6tylglucosamine. 
Dans ia majorlte des chaines, rextremite non reductrice est une unite uronrque de formule (a) : 



COOH 
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L'enrichlssement eventuel de la composition obtenue en N-ac§tylh6parosane, constituee par un melange 
de chaTnes de nnasse moleculaire entre 1 ,5.10* et 2,0.10^ Da, ayant une structure disaccharidique repetee de 

15 formule II, peut-§tre affectum a des degres divers et notamment jusqu'a Tisolement dudit N-acetylheparosane. 
L'enrichissement est realise par la mise en oeuvre de techniques classiques de tract ion nement des masses 
moleculalres telles que ia chromatographiie de permeation de gel et Tultrafiltration {A.A. Horner, Biochem. J., 
(1989), 262, 953-958 ; G. Pyler et al, J. Biol. Chem. (1988), 263, 11, 5197-5201 et U. Lindahl et al, J. Biol. 
Chem., (1984), 259, 20, 12368-12376). On peut aussi utiliser la metiiode de fraction nement ethanolique (De- 

20 mande de Brevet EP-A-0 287 477). Cette dernlere methode de fraction nement est particulierement appreclee 
parmi d'autres m§thodes envlsageables. 

Ai'^tape c, ta desacetylation partielie des compositions contenant70 % ^100 % de N-ac^tylh^parosane, 
qui conduit ^ I'obtention des compositions contenant 70 % 6 100 % d'un h6parosane de haute masse mole- 
culaire constitu6 par un melange de chaTnes de masse moleculaire comprise entre 1,0.10* et 2,0.10^ Da, ca- 

25 racterisees par une structure disaccharidique repetee de formule Ml, indiquee ci-dessus, est reaiisee par un 
traitement avec un agent d6sacetyiant. 

Comme agents d6sacetylants on peut mentionner le pentasulfure de phosphore, le fiuoroborate de trie- 
t hyloxonium, la soude ou Thydrazine, ces deux derniers agents etant particulierement appr^cies. On peut aussi 
utiliser les acides mineraux forts, tels que I'acide chlorhydrique, I'acide sulfurique etc.. La duree de la reaction 

30 depend des conditions operatoires choisies et notamment de la temperature et de la concentration de i'agent 
desacetyiant dans le milieu reaction nel. 

L'enrichissement de la composition de I'heparosane en heparosane constitu6 d'un melange de chaTnes 
de masse moleculaire comprise entre 1,0.10* et 2,0.10® Da, caracterisees par une structure disaccharidique 
repetee de formule 111, est realise par ia mise en oeuvre de techniques classiques de fractionnement des mas- 

35 ses moleculalres menttonnees cl-dessus (chromatographie de gel permeation, ultrafiltration et fractionnement 
par des solvents organiques miscibles S Teau et notamment fractionnement ethanolique). Dans ce cas, il est 
possible d'obtenirdes compositions contenant 90 % h 100 % en masse d'un heparosane constitue parun me- 
lange de masse moleculaire entre 1,0.1 O^et 2,0.1 0® Da, ayant la structure disaccharidique repetee de formule 
III. 

40 Seton la premiere variante de retape d (N-sulfatation partielie ou totale suivie d'une O-sutfatation partielie 

ou totale), la N-sulfatation est effectu6e selon des m^thodes connues (M, Kusche et al, Biochem. J. (1991) 
275, 151-158). Plus precisement, la N-sulfatation est reaiisee a Taide d'un complexe de trioxyde de soufre avec 
une base organique telle que la trimethylamine, ia triethylamine ou la pyridine. Elle peut aussi etre effectuee 
par I'acide chlorosulfonique en solution dans la pyridine. On utilise avantageusement le complexe trioxyde de 

45 soufre (SO3) avec ia trimethylamine, et la reaction de la N-sulfatation est reaiisee 6 une temperature comprise 
entre 20°C et SO^'C en milieu aqueux alcalin. Ala fin de la reaction de N-suIfatation, le prodult alnsi obtenu est 
preciplte par addition d'une quantlte adequate d'ethanol. Le pr6cipit6 forme est repris avec de I'eau uitra-pu- 
rif lee, dialyse centre celle-cl, lyophilise et seche. Ge processus de purification est donn6 a titre d'exemple et 
n'exclut pas des precedes Equivalents. Les stapes de purification peuventStre r^pEt^es plusleursfois. 

50 Par ia suite, et selon le precede de rinventlon, avant I'^tape de la O-sulfatatlon, Theparosane N-sulfat§ 

est transforme de preference en un sel de base organique ou en un sel d'ammonium quaternaire. Pour la for- 
mation du sel d'ammonium quaternaire on utilise, de maniere pr^ferentielle, I'hydroxyde de tetrabutylammo- 
nium. 

La reaction de O-sulfatation est rEalisee dans le formamide ou un autre solvant, chimiquement equivalent, 
55 a I'aide par exemple d'un complexe de trioxyde de soufre avec une base organique telle que la trimethylamine. 
ia triethylamine ou ia pyridine ou encore a I'aide de I'acide chlorosulfonique en presence de pyridine. On utilise 
de preference un complexe trioxyde de soufre-pyridine. La r6actlon de O-suIfatation est, en g^niral, effectuee 
^ une temperature comprise entre 10^0 et 50^C. 
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L'h€parosan6-N,0-sulfate est ensuite precipite par addition dans le milieu reactionnel de ctilorure de so- 
dium jusqu'a obtention d'une solution de 0,3 M a 0,5 M en NaCI, puis, d*une quantite adequate d'6thanol. On 
procede ensuite a une purification de la composition de rheparosane'N,0-sulfate de la maniere suivante : on 

reprend le precipite avec une solution de NaCI 0,3 M a 0,5 M^on reprecipite avec de rethanol, le precipite forme 

"7 est isole, repris avec de Teau ultra-purifi¥e, diaiysfe cbntre celTe-ci et even tu ell em'^ent lyophilise et seche'. 

Le processus de la purification ci-dessus mentionne est donne a titre d'exemple et n'exclut pas des pro- 
cedes equivalents. La purification peut etre effectuee une ou plusieurs fois. 

L'enrichissement de la composition de l'heparosane-N,0-sulfate en heparosane-N,0-sulfate de masse 
moleculaire desiree, est realise par la mise en oeuvre des techniques classiques de fractlonnement des masses 
10 moleculaires, dej& mentionnees. II est interessant d'effectuer cet enrichlssement. 

Selon la deuxieme et la troisieme variante de Tetape d du procede (N,0-su!fatation partielle de la compo- 
sition d'heparosane ou N,0-sulfatation partielle suivie d'une etape de N-suIfatation totale), avant I'etape de la 
N.O-sulfatation partielle, ies heparosanes peuvent etre transformes en un sel de base organ ique ou en un sel 
d'ammonium quaternaire. Pour la formation du sel d'ammonium quaternaire des heparosanes, on utilise de 
15 maniere preferentielle Thydroxyde de tetrabutylammonium. 

L'etape de la N,0-sulfatation partielle reaiisee selon le procede decrit dans le brevet frangais N° 2 584 
728 du 10.11.87 (correspondant a la demande FR-S5.10787), est effectuee dans un solvantaprotique polaire, 
tel que le dimethylformamide, le dimethylsulfoxyde. rhexam6thylphosphoramlde ou rac6tonltrlle ou un me- 
lange de ces solvants, a I'aide par exemple d'un complexe de trioxyde de soufre avec une base organique, 
20 telle que la trim^thylamine, la triethylamine ou la pyridine. Elle peut aussi etre effectuee par Tacide chlorosul- 
fonlque en solution dans la pyridine. On utilise de preference le complexe trioxyde de soufre-pyrldine. 

II est aussi possible d'utlliser d'autres agents de sulfatation, notamment ceux qui sont rapport6s par E.E. 
Gilbert dans Chemical Review, (1962), 62. 549-589. La r6actlon de N,0- sulfatation est en g6neral effectuee 
a une temperature comprise entre 0** et 1 0O^C, de pr6ference entre 1 0°C et 50*»C. pendant une duree cofnpjrise 
25 entre 6 h et 14 h. •^- •^ 

Lors du proc6d6 de ta pr6paration, d la fin de la reaction de N.O-sulfatation partielle, la composition de 
rheparosane-N,0-sulfate contenant 70 % a 100 % d'un heparosane-N,0-sulfate objet de la presente invention, 
est precipitee par addition de chlorure de sodium jusqu'a obtention d'une solution de 0,3 M ^ 0,5 M en chlorure 
de sodium, puis d'une quantity adequate d'ethanol. Le precipite forme est repris dans une solution de chlorure 
30 de sodium 0,3 M a 0,5 M. Cette solution est ensuite neutralisee. Apres addition d'une quantite adequate d'etha- 
nol, le precipite form6 est isol6, repris avec de I'eau ultra-purifi6e. dialyse centre celle-ci, lyophilise et seche. 

L'etape de la N,0-sulfatation, ainsi que Ies etapes de purification de la composition de I'heparosane-N.O- 
sulfate decrites dans le paragraphe precedent, peuvent etre rep6tees une ou plusieurs fols. lei aussi, le pro- 
cessus de la purification est donn6 ^ titre d'exemple et n'exclut pas des precedes equivalents. 
35 Cette 6tape de N,0-su!fatation est de preference suivie d'une etape de N-sulfatation totale. reaiisee en 

general dans un solvant aqueux, avantageusement de pH basique, avec un agent de sulfatation. tel qu'un 
complexe trioxyde de soufre avec une base organique, par exemple la trim6thylamine, selon la technique de 
N-sulfatation mentionnee ci-dessus. 

A la fin de l'6tape de N-sulfatation totale, la composition de I'h6parosane-N,0-sulfat6 est precipitee apres 
40 addition de chlorure de sodium, jusqu'a I'obtention d'une solution de 0,3 M a 0,5 M en chlorure de sodium, et 
d'ethanol. Le precipite forme est ensuite remis en solution dans une solution de chlorure de sodium 0,3 M a 
0,5 M, repr6ciplte par I'ethanol. puis repris dans I'eau ultra-purif iee, dialyse contre celle-ci, lyophilise et seche. 

Comme 11 a d6j^ et6 mentionn6. il est interessant d'effectuer un enrichissement de la composition de I'he- 
parosane-N,0-sulfat6 en heparosane-N,0-sulfate. Ceci est realise par la mise en oeuvre des techniques clas- 
45 siques de fractionnement des masses moleculaires. 

Les heparosanes-N,0-sulfates. objet de la presente invention et Ies compositions d'heparosane-N,0-sul- 
fate contenant au molns 70 % d'un nouvel heparosane-N.O-sulfate, objet de la presente invention, sont avan- 
tageusement obtenus soit par un pnDcede comportant une reaction finale de N-sulfatation soit par un procede 
comportant d'abord une N-sulfatation suivie d'une O-sulfatation partielle ou totale. E represente alors pour les 
50 structures r6p6t6es dans la formule (I), le groupe ac6tyle et le groupe sulfate. 

On apprecie que les h§parosanes-N,0-sulfates objet de la presente inventions contiennent molns de 0,2 
^imole/mg de groupe amino libre (NH2). 

Le groupe acetyle des unites disaccharidiques est de preference present a un taux inferieur ou ^gal k 60 
et on apprecie que le degr6 de sulfatation, exprim6 comme le rapport sulfate/carboxyle soit compris entre 
55 1.5 et 3.0. 

Les produits pr6feres de I'invention sont les h6parosanes-N,0-sulfat6s constitu6s par au moins 70 % en 
masse de chaines de masse moleculaire comprise entre 1.0.105 et 5.0.105 oa, comme aussi les h6parosanes- 
N.O-sulfat6s constitute d'au molns 70 % en masse, de chatnes de masse moleculaire comprise entre 2.5.10* 
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et 2,5.1 05 Da. 

Comme autres produits pr6fer6s de ('Invention, on peut citer les heparosanes-N,0-sulfates constitues d'au 
moins 70 % en masse de chaines de masse moleculaire comprise entre 2,0.10^ et 10^ Da. 

Le precede d'obtention des heparosanes-N,0-suIfates decrit ci-dessus ainsi que fes methodes de purifi- 
cation permettent I'obtention des heparosanes-N,0-sulfat6s sous forme de sei de sodium. A partir de ces sels, 
on peut obtenir, en appliquant les methodes utilisees pour preparer les differents sels d'heparine ou d'heparine 
non salifiee ("L'heparlne, fabrication, structure, proprietes, analyses", J.P. Duclos, (1984) pp. 81-83, Masson 
Ed. - France), solt d'autres sels d'heparosanes-N,0-sulfates, soit des h6parosanes-N,0-sulfates non salifi6s. 
Comme sels des heparosanes-N,0-sulfat6s on entend tous les sels pharmaceutiquement acceptables. Ces 
sels sont obtenus par des methodes classiques d6crites notamment pour la preparation des sels de Theparlne 
(Brevet US 4 168 377). 

Les heparosanes-N,0-sulfates, objet de la presente invention, possedent des proprietes pharmacologi- 
ques et biocliimiques Int6ressantes et tout k fait surprenantes par rapport aux enseignements de Tart ant6rieur. 
Notamment, contrairement aux produits sulfates de Cantigene K5 decrits dans le brevet EP-A-0 333 243, qui 
ont une activlte antiangiogenlque et antitumorale ou meme encore una activite centre les virus enveloppes, 
avec un rapport favorable de ces activites par rapport aux proprietes anticoagulantes, les heparosanes-N,0- 
sulfates de la presente Invention possedent une bonne activite reguiatrice de la coagulation. Cette activite est 
tres sup6rieure d celle du dermatane-sulfate sur les differents paramfetres de ia coagulation, et elle peut plutot 
§tre compares a celle de I'heparine. 

Plus particulierement, Tactivite anti-lla, ATlll ou HCIl dependante, de produits representatifs de I'invention 
a et6 determlnee selon les methodes decrites par D. Dupouy et al dans Thrombosis and Haemostasia, (1988), 
60, 2, 236-239, pour le cofacteur ii de rh6parine (HCM) et par M.L. Larsen et al dans Thrombosis Research, 
(1978), 13, 2, 285-288 pour I'antlthromblne (ATlll). 

Dans les deux cas, le test consiste a mesurer in vitro I'effet inhibiteur du produit etudie sur la thrombine 
purif iee (facteur lia) en presence d'HCII ou ATlll purifies dans le dosage de I'activite amidolytique de ia throm- 
bine, vIs-^-vIs d'un substrat chromog^ne. Comme il possede I'activite anti lla HCIl dependante la plus forte, 
le dermatane-sulfate. prepare selon la methode decrite par H.W. Stuhlsatz et al dans "The Methodology of 
Connective Tissue Research" (1976) 137-146, est utilise comme produit de reference dans le test de mesure 
de cette activite, le resultat etant exprime en mg de dermatane-sulfate (DS) equivalents en activite ^ 1 mg du 
produit etudie (mg DS equiv/mg). 

L'activite antl-Xa {titre Yin-Wessler) desdits produits representatifs de I'invention a ete mesuree par la me- 
thode decrite par E.T Yin eta! dans J. Lab. Clin. Med. (1973), 81, 2, 298-310, tandis que leur activite anticoa- 
gulante globale a ete mesuree selon le test APTT decrit par R.R. Proctor et al dans Am. J. Clin. Path. (1961), 
36, 212-219. Tous les produits testes ont montre une activite anti-lla HCIl d6pendante nettement superieure 
a celle du dermatane-sulfate. L'activite anti-lla ATlll dependante et le titre de Yin-Wessler, bien qu'inferleurs 
a ceux des heparines, se sont montr6s sup6rieurs d ceux du dermatane-sulfate. Leur titre en APTT est d'en- 
viron 2 a environ 15 fois superieur a celui du dermatane-sulfate, et peut atteindre 40 % de celui de I'heparine. 

Les heparosanes-N,0-sulfates de I'invention presentent done une specificite d'action et une activite an- 
ticoagulante particulierement interessantes. 

Les heparosanes-N,C-sulfat6s de la pr6sente invention sont tres peu toxiques ; leur toxicite est parfaite- 
ment compatible avec leur utilisation comme medicaments. 

L'inventlon s'etend done aussi aux compositions pharmaceutiques renfermant comme principe actif un he- 
parosan6-N,0-sulfate, objet de la presente invention, un de ses sels, ou une composition d'heparosane N,0- 
sulfate contenant au moins 70 % de cet h6parosane-N,0-sulfate ou Tun de ses sels. en association avec un 
ou plusleurs vehicules pharmaceutiques appropries. 

Ces compositions pharmaceutiques sont utiles notamment pour le traitement, a titre preventif ou curatrf, 
des troubles de la paroi vasculaire tels que I'at herosclerose et rarteriosclerose et des 6tats d'hypercoagulabllite 
observes par example a la suite d'operations chirurgicales, de developpements tumoraux ou de dereglements 
de la coagulation induits par des activateurs enzymatiques. bacteriens ou viraux. 

La posologie peut largement varler en fonction de I'age, du poids et de I'etat de sante du patient, de la 
nature et de la severite de Taffection ainsi que de la vote d'administration. Cette posologie comprend I'admi- 
nistration soit d'une ou plusleurs doses d'environ 1 mg e 1 g par jour, de preference d'environ 5 mg a 500 mg 
par jour par example de I'ordre de 200 mg par jour par voie intra veineuse, ou par vole sous-cutanee, en ad- 
ministrations discontinues ou e intervalles reguliers. soit d'une dose journaliere de I'ordre de 200 mg a 1000 
mg par jour par voie orale. 

Ces doses peuvent etre naturellement ajustees pour chaque patient en fonction des resuitats observes 
et des analyses de sang effectuees auparavant. 

Les N-acetylheparosanes (composes de formule II), les heparosanes (composes de formule III) et les h6- 



10 




EP 0 544 592 A2 



parosanes N-sulfates (composes de formule IV) issus respectivement ties etapes b, c et d dans la preparation 
des produits de depart du procede de ia presente Invention, les heparosanes-N,0-sulfates objet de la presente 
Invention, ainsi que les fractions de tous ces produits, constituent des intermediaires de haute masse mole- 
culaire utiles pour la prep aratio n par depolymerisation des N-acetylheparosanes , des hepa ros anes. des he- 

5 parosanes^-suTfatis S^i^ moleculaire, inferieure a 1,5.i(>* Da 

etnotamment comprise entre 1,5.103 et 1,5.10^ Da. 

La depolymerisation peut-etre effectuee selon les methodes decrites dans la litterature pour preparer les 
heparines de bas poids moleculaire, par exemple, par depolymerisation au periodate et notamment selon la 
methode decrite dans ia demands de brevet EP-0 287 477, par depolymerisation par des radicaux libres et 

10 notamment selon la methode decrite dans le brevet EP-0 121 067. La depolymerisation peut aussi §tre r6alisee 
par p-elimination et plus particulierement selon la methode decrite dans la demande de brevet EP-0 040 144. 
Dans ce cas, on obtient a rextremite non reductrice, une terminaison aclde uronique a.p-insature de formule 

(a) , eventuellement 0-sulfate. 

Comme methode de depolymerisation, est aussi utlllsee de maniere preferentielle, la depolymerisation 
15 par action de I'acide nitreux, et notamment celle decrite dans le brevet EP-0 037 319. Cette m6thode conduit 
dans un premier temps a des produits ayant a I'extremite r6ductrice. une unit6 2,5-anhydromannose de formule 

(b) : 



20 




dans laquelie, G represente un atome d'hydrogene ou un atome d'hydrogene et un groups sulfate, et ceci en 
fonction des produits mis en oeuvre lors de la depolymerisation (G est egal ^ un atome d'hydrogene pour les 
30 composes de formules Mi ou IV et G est egal a un atome d'hydrogene et un groupe sulfate pour les produits 
de formule I), puis, lorsque la depolymerisation est suivie d'une reduction, on obtient des fragments ayant a 
rextremite reductrice. une unite 2,5-anhydromannitol de formule (c) : 




(c) 



CHjOG* : 

dans laqueMe G' represente un atome d'hydrogene lorsque la depolymerisation n'est pas suivie d'une sulfata- 
45 tion, ou un groupe sulfate lorsque la depolymerisation est suivie d'une sulfatation. 

Lorsque la depolymerisation par action de I'acide nitreux est suivie d'une oxydation, on obtient des frag- 
ments ayant a I'extremite reductrice une unite acide 2,5-anhydromannonique de formule (d) : 




COOH 
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La depolymerrsation peut aussi eventuellement etre effectuee par des methodes enzymatiques comme 
par exemple celles indiquees dans les demandes de brevets EP-0 244 235 et EP-0 244 236. 

Les methodes de depolymerisation indiquees ci-dessus sont donnees a titre d'exemples et ne sont pas 
limitatives. On peut utiliser toute autre methode de depolymerisation de glycosaminoglycanes. Par la suite, 
5 les prodults de depolymerisation peuvent §tre soumis a un ou plusieurs fractionnements af In d'obtenir des N- 
acetylheparosanes, des heparosanes, des h^parosanes-N-sulfat6s etdes heparosanes-N,0-sulfates consti- 
tues de chaTnes de faibie masse moleculalre. 

La presente invention a aussi pour objet Tut illsat ion des N-acetylheparosanes de haute masse moleculaire 
(composes deformule II), les heparosanes (composes de formule III), les heparosanes N-su!fates (composes 
10 de formule fV) ainsi que les hepan3sanes-N,0-sulfates (composes de formule I) de haute masse moleculaire, 
objet de fa presente invention, pour I'obtention apres depolymerisation de N-acetylheparosanes, d'heparosa- 
nes, d'heparosanes N-sulfates, d'heparosanes-N,0-sulfates de faibie masse moleculaire, inferieure a 1,5 lO^ 
Da. 

La presente invention a aussi plus particuiierement pour objet, I'utilisation d'heparosanes N-sulfates 
15 (composes de formule IV), d'heparosanes-N,0-suIfates (composes de formule I) pour la preparation, apres 
fragmentation, des heparosanes-N,0-sulfates de faibie masse mol6culaire, inferieure a 1 ,5 10^ Da, et notann- 
ment comprise entre 1,5. 10^ Da et 1,5. 10^ Da. 

Lorsque Ton utilise, lors de ta fragmentation comme produits de depart, les composes de formule IV, les 
heparosanes-N,0-sulfates de faibie masse moleculaire sont obtenus en soumettant les heparosanes N-sulfa- 
20 tes de faibie masse moleculaire obtenus par la fragmentation des produits de formule IV soit a une N.O-sul- 
fatation partielle, solt a une N,0-sulfatation partielle suivie d'une etape de N-su!fatation totale. 
L'invention est Illustr6e par les exemples ci-apr6s. 

PREPARATIONS 

25 

PREPARATION I 

Preparation d'un N-acetylheparosane de haute masse moleculaire (Precede I) 

30 1) Culture de la souche bacterlenne Escherichia coli (K5) et separation d'un f iltrat contenant du N- 
acetylh^parosane 

On ensemence 400 ml du milieu B, de composition precisee dans le tableau I ci-apres, avec la souche 
Escherichia coir SEBR 3282 (deoosee aupres de la CNCM de I'lnstitut Pasteur, Paris France, sous le N° 1-101 3) 
35 et on incube sous agitation pendant 2 h a 37**C. 

La pr6culture obtenue est alors transferee dans un fermenteur de 18,5 f contenant 11 I du milieu A, de 
composition precisee dans le tableau I ci-apres et on incube pendant 6 h 30 min. a 37°C et a pH egal a 7,2, 
la pression partielle en oxygene etant maintenue a 40 mmHg par regulation de I'injectlon d'air (jusqu'a 20 l/min.) 
et de I'agitation. On ajoute alors du glycerol en introduisant de fagon continue une solution sterile contenant 
40 500 g/l de glycenDl a raison de 18 g/h pendant 16-17 h. 

On poursuit la culture dans les memes conditions de temperature, de pH et de pression partielle en oxy- 
gene jusqu'a consommation quasi totale du glycerol. Le suivi de la DO {X = 600 nm) du milieu de la suspension 
de culture apres la fin de I'ajout en glycerol, montre un etat stationnaire ou de lyse legere jusqu'^ I'arret de ia 
culture d 28-30 h d'§ge en fermenteur. 
45 On refroidit alors le bouillon de culture a 25^C puis on le f litre a travers une membrane de porosit6 0.22 

\im. On obtlent ainsi environ 12 I de f iltrat contenant du N-acetylheparosane. 



50 



55 



12 



3DOCID: <EP ^0544592A2J_> 



EP 0 544 5S2 A2 



TABLEAU I 



5 

Composition et preparation du milieu A et du milieu B. 
IMILIEU A 

10 

Dans 900 ml d'eau ultra-purifi^e dissoudre dans I'ordre : 



NTA (acide nitrilotriac6tique)_^ 1000 mg 

K2HP04^^ - 790 mg 

Acide glutamique ^ 11000 mg 

MgCl2. 5H2O 500 mg 

K2S04^ 450 mg 

FeS04. 7H2O 18 mg 

CaCl2. 2H2O 2 mg 

NaCI_ , 500 mg 

KCI_ . 5000 mg 

Solution d'oligo-6lements (cf. Tableau 1!) 1 ml 

Glycerol 10000 mg 



Ajuster le pH a 7,2 avec de la potasse concentr6e de densite 1 ,38 et completer 
k 1000 ml avec de Teau ultra-purifi6e. Effectuer une filtration st6rilisante sur 

30 . 

membrane de 0,2 ^m. 
Solution de olvcerol 

Dissoudre 50 g de glycerol dans une quantity adequate d'eau ultra-purifiee et 
ajuster le volume a 1000 ml avec le meme solvant. Effectuer une filtration 
sterilisante sur membrane de 0,2 ^m. 
40 L'anti-mousse employe en cours de fermentation est le Struktol J 673 (Schill et 
Seilacher<5>). 

MILIEU B 

45 

La preparation du milieu B est identique a celle du milieu A, a la difference 
pres. qu'il convient d'ajouter en plus le tampon (pH 7,2) : 
50 acide 3-morpholinopropanesulfonique (M.O.P.S.) apres addition de I'agent anti- 
mousse. 

55 
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TABLEAU II 



Preparation de ia solution d*oiigo-6i6ments utilisde dans la 
preparation du milieu A et du milieu B 



dans 800 ml d'eau ultra-purifi6e dissoudre (dans I'ordre) : 
H3BO3 

Na2Mo04.2H2O_ 



500 mg 
1930mg 
11850mg 



C0CI2.6H2O. 



CuS04,5H20. 



25mg 



ZnS04,7H20. 



2000 mg 
241 Omg 



AICI3.6H2O, 



Ajouter 100 ml d'acide chlorhydrique de densite 1,19 et completer a 
1 000 ml avec de I'eau ultra-purifiee. 

2) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire : 

Etape a - Precipitation etlianollque : 

On ajoute au filtrat environ 48 I d'6thanol a 95 % (v/v) et on laisse le melange pr6cipiter et decanter 
S 4*»C pendant 8 h. 

On ^limine ie surnageant par pompage, puis centrifugation, et on reprend le culot de centrifugation 
dans environ 1 I d'eau ultra-purif tee. 
Etape b - Dialyse : 

On dialyse pendant 24 h la solution obtenue S I'etape prec6dente placee dans un boudin NOJAX40 
compost d'une membrane a base de cellulose et de porosite 24 A, contre de Teau ultra-purrfi6e (1 volume 
de solution/6 volumes d'eau, renouveles apres 2 h, 8 h et 16 h). 

Cette operation permet d'eliminer les petites mol6cules presentes dans ie milieu de culture, telles que 
sels, sucres, acides amines, oligonucleotides et oligopeptides. 
Etape c - Precipitation, d6shydratation et seciiage ; 

On ajoute a 1 volume de la solution dialysee, 0,5 M de NaCI et 4 volumes d'ethanol. On laisse se for- 
mer le pr6cipite pendant 5 min. ^ temperature ambiante. On centrifuge a 5000 g pendant 20 min. 

On reprend les culots de centrifugation dans I'ethanol, on aglte la suspension obtenue, et on la laisse 
reposer pendant 1 h d temperature ambiante. On repete les operations de centrifugation et de mise en 
suspension. On centrifuge a nouveau a 5000 g pendant 20 min. On seciie les culots de centrifugation ob- 
tenus dans une etuve sous vide a 40®C pendant 24 hi. 
Etape d - Broyage en poudre : 

Les culots de centrifugation sees sont broy^s a i'aide d'un mortier dans des conditions anhydres. 
Etape e - Chromatographie d'echange d'anions : 

On reprend les culots de centrifugation broyes, dans un tampon appele tampon D, de composition 
Tris-HC! 20 mM pH 7.5, a ralson de 100 ml/g. 

La solution obtenue est chromatographi6e sur une colonne d'echange d'anions forts comportant une 
matrice d'agarose reticul6e avec des groupes ammonium quaternaires (le "Q-Sepharose fast flow" de 
Pharmacia®) prealablement equllibree avec le tampon D, ^ raison de 50 ml de gel pour 1 g de poudre. 

On lave le gel avec une quantite suff isante de tampon D pour le retour a la ligne de base de ia detection 
UV a 214 nm, puis avec une solution de piperazine 25 mM dont le pH a §t^ ajust^ d 3.5. 

On elue avec une solution de pH 3,5 ayant une composition : NaCI 0.5 M et piperazine 25 mM. L'eluat 
est neutralist ^ I'aide d'une solution de NaOH 5 N. 
Etape f - Precipitation, deshydratation, sechage et broyage : 

On repete les operations decrites dans les etapes c et d ci-dessus, sans ajout de chlorure de sodium. 

Le N-acetylh^parosane obtenu ^ Tissue de I'etape f. est appele lot A. 
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3) Caracterisation du N-acetylheparosane obtenu a I'Issue des differentes stapes de purification : 

Spectre de resonance magnetique nucieaire (RMN) 

5 "Les spectres RMN ~du protoTerdrcarborii''»3^ 

W. R Vann (Eur. J. Biochem., (1981), 116, 359-364). 

Uetude des spectres obtenus avec le N-acetylheparosane du lot Aconfirme I'identite chimique du produit 
au N-acetylheparosane decrit par W.R Vann. II s'agit de chaines de polymeres constituees de structures re- 
p6tees de p-D-glucuronyl-1 ,4-a-N-ac6tyl-D-glucosaminyl-(1,4). 

10 

Determination de la repartition des masses mol6culalres par chromatographle ^exclusion sterique 
Prenniere m^thode 

15 La repartition des masses moleculalres est determinee par HPLC d'exclusion dans les conditions suivan- 

. tes : 

* Coionne constituee de billes de sillce de diametre 10 ^m et de porosite 250 A. 

* Eluant: solution aqueuse de sulfate de sodium 0,5 M. 

* Debit : 1 ml/min. 

20 * Detection UV a X = 205 nm. 

* U6talonnage est effectue a I'aide d'une gamme d'oligosaccharides derives de Theparine, de masses mo- 
I6culaires sulvantes : 1324, 1883, 2436, 3411. 3996, 4535. 4995. 5365. 6150, 6671, 7542, 8655. 10088, 
11561. 12950, 14809, 17387 et 22674 Da. 

Compte tenu de cette gamme d*6talons. seules les masses mol^culaires entre 930 Da et 57000 Da^sont 
25 evaluees de maniere precise. On admet que la density optique d6tectee est proportionnelle ^ la quantite de 
N-acetylheparosane. La precision de la m6thode diminue de manlfere importante pour les hautes masses mo- 
lecul aires et notamment superieures a 5.10"^ Da. 

Le prof il d'6lution de la chromatographie d'exclusion du lot A permet de constater que la distribution est 
polydispersee et qu'elle comporte un pic majoritaire a environ 2.105 oa, Une fraction ponderale au moins egale 
30 a 70 % du lot A possede une masse comprise entre 1,0.1 0^ et 3,0.1 0^ Da. 

Deuxieme m6thode 

Les resultats ont 6t6 verifies par HPLC d'exclusion en utilisant un detecteur par diffusion de lumiere. 
35 * Colonnes : Systeme compose d'une pr6-colonne et de trois colonnes successives : 

- PL-Aquagel-OH® (pre-colonne) 

- PL-Aquagel-OH 40® 

- PL-Aquagel-OH 50® 

- PL-Aquagel-OH 60® 

40 * Eluant : Solution aqueuse de NaNa 400 ppm 

* Debit : 1 ml/min. 

* Temperature ambiante 

* Detection : Couplage refractomfetre differentiei/diffusion de la lumiere 

La reponse du detecteur de masse (diffusion de la lumiere) est proportionnelle ^ : 

45 



C X (dn/dc)^ X Mw 

50 C = concentration 

dn/dc = increment de Tindice de refraction 

Mw = masse moleculaire moyenne 

Le calcul du rapport dn sur dc a ete effectu§ a partir des reponses du refractometre diff6rentiel en tenant 

compte de celles de deux echantillons de reference (Dextran Mw = 70000 Da et 150000 Da). 
55 Cette m6thode a confirme qu'une fraction ponderale au moins 6gale k 70 % du lot A possede une masse 

comprise entre 1,0.105 et 3,0,10^ Da et que le profil d'elution obtenu apres chromatographie d'exclusion du lot 

A, comporte un pic majoritaire a environ 210000 Da. 
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Suivi de la repartition des masses mol6culaires par 6iectrophor6se sur gel de polyacrylamide 

On a soumis ces echantillons a analyser ainsi qu'un marqueur de fin de migration comprenant du bleu de 
bromophenol. a une etectrophorese en tampon Tris-borate dans un gel de polyacrylamide k 15 % obtenu par 
5 polymerisation d'un melange 29/1 d'acrylamlde et de N,N'-methylene-bis-acrylamlde. 

La migration est effectuee sous 40 mA pendant environ 4 h sur un gel de 18 cm de longueur jusqu'a la 
sortie du marqueur de fin de migration. Le gel est alors colore au bleu alcian, puis a I'argent. selon la technique 
de S. Pelkonen et al (J. Bact,, (1983), 170, 6, 2646) sp6cifique aux polysaccharides acldes. 

Cette analyse par 6iectrophorese a ete effectuee sur le produit partiellement purif le obtenu ^ Tissue de 
10 r^tape a et sur le produit purif 16, issu de I'etape finale, dans le but de verifier I'absence de modification im- 
portante de la repartition des masses moleculaires du N-acetylheparosane au cours de la purification. 

L'observation des prof ils obtenus pour le produit partiellement purifie obtenu ^ Tissue de I'etape a et pour 
le produit purifie a I ^tape finale, ne met pas en Evidence de differences Importantes (presence de bandes 
d'intensite comparable aux memes distances de migration). II n'y a done pas de modification importante de 
15 la repartition des masses moleculaires du N-acetylheparosane au cours de sa purification. 

Dosage des acides uroniques 

La quantite d'acide uronique par unite de masse du produit purifie, obtenu a I'issue de l'6tape finale, a ete 
20 determinee par colorimetrie selon la methode decrite par T. Bitter, (Analytical Biochemistry. (1962), 4, 330- 
334). Cette methode de dosage est bases sur la reaction des glycosaminoglycanes avec le carbazole en milieu 
acide ^ chaud, qui provoque une coloration en rose proportlonnelie d la quantity d'acide uronique Ilb6r6e. Dans 
ce cas precis, il s'agit de Tacide glucuronique. 

Pour le lot A, le produit partiellement purifie obtenu a Tissue de T6tape finale d un taux d'acide uronique 
25 de 2,2 ^mole/mg. 

Spectrophotom6trie dans le domaine ultraviolet et visible 

Le produit purifie (lot A), est dissous dans de I'eau ultra-purifiee et la solution obtenue (C = 1 mg/ml) est 
30 placee dans une cuve de 1 cm de trajet optlque. Son spectre d'absorption est enregistre entre 200 et 600 nm. 

Le spectre obtenu permet d'aff irmer, en particulier sur la base de Tabsorptlon a 256 nm, que le lot A 
contient moins de 1 % d'ADN. 

Dosage des proteines totales 

35 

Le l<lt "protein assay" commercialism par BIORAD® est utilise pour doser les proteines totales. La methode 
de dosage est basee sur le fait que la longueur d'onde du maximum d'absorbance d'une solution acide de bleu 
brillant de Coomassie g-250, passe de 465 nm a 595 nm, lorsque des proteines viennent s'y fixer (Reisner et 
al., Anal Biochem, (1975), 64. 509). 
40 Le taux de prot6ines totales du lot A est inferieur 6 1.5 %. 

Dosage des groupes amino libres (NH2) 

Ce dosage a 6t6 effectu6 selon ia m6thode d6crite par Zensaku Yosizawa et al., dans Biochemica et Bio- 
45 physica Acta, (1967), 141, 358-365. 

Le parametre taux de NH2 (exprim6 en jimole/mg) est un indicateur de quantites d'unites p-D-glucuronyl- 
1,4-a-N-acetyl-D-glucosaminyl-(1.4) d6sacetylees et d'eventuel les impuret^s presentes. qui contiennent un 
groupement amino libre, 

Le lot A ^ un taux de NH2 de 0,1 |imole/mg. 

50 

PREPARATION H 

Preparation d*un N-acethylh6parosane majoritairement de haute masse mol6cuiaire (Proc6de II) 

55 1) Culture de la souche bacterlenne Escherichia coH (K5) et separation d'un f iltrat contenant du N- 
acetyl heparosane 

La culture de la souche Escherichia coli SEBR 3282 et la separation d'un f iltrat contenant du N-acetylh6- 
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parosane ont 6te realisses selon la methode decrite dans la Preparation L 

2) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moieculaire 

5 Etape a - Dialyse 

375 ml de filtrat sont soumis h una dialyse selon le precede decrit dans la Preparation I. [2) Isolement 
et purification d'un N-acetyllieparosane majoritairement de haute masse moieculaire, Etape b]. A,pres dia- 
lyse on obtient environ 1020 ml de solution purifiee. 
Etape b - Purification en milieu acide 
io On ajoute a la solution dialys6e une quantlte adequate d'une solution d'HC! 5 N pour obtenir un pH 

egal a 3,5. On elimine par centrifugation le precipite forme, puis on acidif ie la solution avec le meme acide 
(HCI 5N) pour obtenir un pH egal a 1,8. Un precipite peut se former, qui sera elimine par centrifugation. 

On neutralise ensuite la solution d I'aide d'une solution de NaOH 5 N. 
Etape c - Precipitation, deshydratation et sechage 
is On ajoute a la solution neutralisee une quantite adequate de chlorure de sodium pour avoir une so- 

lution de 0,5 M en NaCI, puis on ajoute 4 volumes d'ethanol. On laisse se former le pr^cipit^ pendant 5 
min. a temperature ambiante. On centrifuge a 5000 g pendant 20 min. 

On reprend les culots de centrifugation dans r^thanol, on agite la suspension obtenue. et on la laisse 
reposer pendant 1 h a temperature ambiante. On repete les operations de centrifugation et de mise en 
20 suspension. On centrifuge a nouveau a 5000 g pendant 20 min. 

On seche les culots de centrifugation obtenus dans une 6tuve sous vide d 40**C pendant 24 h.. 
Etape d - Hydrolyse alcaiine et dialyse 

Le prodult obtenu 6 d'etape pr6cedente apres s6chage est mis en solution S 2,5 % (p/v) dans une 
solution de NaOH 0,25 N. On maintient la solution ainsi obtenue 2 heures a 50 °C. v - r;-- 

25 On neutralise ensuite a I'aide d'une solution d'HCI 5 N et on soumet ensuite la solution contenant le 

polysaccharide k une dialyse selon le proc6d6 d6crit dans la Preparation I, [ 2) Isolement et purification 
d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moieculaire, Etape b], 

Apres dialyse, on obtient environ 990 ml de solution. 
Etape e - Chromatographie d'echange d'anions 
30 Ala solution dialysee on ajoute des quantites adequates de piperazine, d'EDTAet de triton X-100 (Pro- 

labo®) pour avoir respect ivement des concentrations de 25 mM en piperazine, 2 mM en EDTA et 0,2 % 
(v/v) en triton X-100. 

Le pH est ensuite ajuste a 3,5 ^ I'aide d'une solution d'HCI 5 N. On depose cette solution sur une co- 
lonne Q-Sepharose Fast Flow/ de 400 ml, equilibree dans un tampon piperazine contenant 25 mM de pi- 
35 perazine, 2 mM d'EDTA et 0,2 mM de triton X-100 (pH = 3,5). 

On lave par le tampon piperazine, on elue avec une solution de NaCl 0,5 M, puis on precipite par 4 
volumes d'ethanol. 

On seche sous vide a 40°C. On obtient ainsi environ 9,85 g de N-acetylheparosane. 
Etape f - Chromatographie d'excluslon st6rique 
40 4 g du produit obtenu au stade precedent sont mis en solution dans BO ml d'une solution tampon de 

composition tris-HCI 20 mM pH 7,5 et NaCI 1 M, puis passes sur une colonne de 200 ml d'octyl Sepharose® 
pr^alablement equilibree avec le meme tampon. 

A la fraction non retenue, on ajoute 4 volumes d'ethanol. On lave le precipite forme et on le seche h 
40°C sous vide. 

45 On obtient ainsi 3,90 g de N-ac6tylh6 parosane (lot B). 

3) Caracterisation du N-acdtylh6parosane obtenu d Tissue des differentes etapes de purification 

Spectre de resonance magnetique nucleaire RMN 

50 

L'6tude des spectres RMN du proton et du carbone ""^C obtenus avec cet N-ac6tylheparosane, conf irme 
ridentit^ chimique du produit au N-ac6tylheparosane decrit par W. F. Vann (Eur. J. Biochem. (1981) 116, 359- 
364). 

55 Determination de la repartition des masses mol6culaires par chromatographie d'exclusion sterique 

La repartition des masses mol6cuiaires est d6termin6e par HPLC d'exclusion sterique selon les m6thodes 
utilisees pour la determination de la repartition des masses moleculaires de N-acetylheparosanes d6crltes 
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dans la Preparation I. Une fraction ponderale au moins egale a 60 % des chaines qui constituent le lot B issu 
de la Preparation II possede une masse moleculaire comprise entre 5,0.1 et 2,5.105 dq. 

Dosage des acides uroniques 

5 

Le N-ac§tylheparosane issu de I'etape e, a un taux d'acide uronique de 2,2 fimole/mg. 
Spectrophotometrie dans le domaine de rultraviolet et visible 
10 Le spectre obtenu permet d'aff irmer que le N-acetylheparosane obtenu contient moins de 1 % d'ADN. 

Dosage des proteines totales 

Le taux de proteines totales du lot B est inferieur a 1 %. 

15 

Dosage des groupes amino libres (NHg) 

Le taux de NH2 est inferieur d 0, 1 fxmole/mg 
20 PREPARATION IH 

Preparation d'un N-ac6tylh6parosane majoritairement de haute masse moI6culaire (Proc6d6 III) 

1) Culture de la souche bacterienne Escherichia coll (K5) 

25 

La culture de la souche Escherichia coli SEBR 3282 a 6t6 r6alis6e selon ta m6thode decrite dans la Pre- 
paration I. On obtient environ 12 I de culture contenant du N-ac6tylheparosane. 

2) Purification prelimlnaire 

Etape a - Centrifugation 

Ala fin de la culture, on centrifuge la suspension obtenue ^ 8000 t/min. (soit entre 11000 et 14000 g) 
pendant 20 min. 

Etape b - Mise en contact avec une solution alcaline 

Apres la centrifugation, le culot est elimine et le surnageant est mis en contact avec une solution de 
NaOH 0,1 N pendant environ 1 heure. 
Etape c - Pr6f iltration 

La solution obtenue a i'etape precedente est soumise a une pref iltration sur filtre 3M® serie 300 en 
polypropylene. 

Etape d - Concentration sur membrane de seuil de coupure determine. 

Le f lltrat obtenu a I'etape c est concentre sur cartouche ^ fibres creuses Amicon®, seuil de coupure 
30000 Da ou Equivalent. On obtient ainsi une solution concentr6e en N-ac6tylheparosane de haute masse 
moleculaire. 
Etape e - DIalyse 

On dialyse la solution concentree en N-acetylheparosane de haute masse moleculaire centre de Teau 
ultra- purif lee toujours sur systems Amicon®, a un facteur de dilution tres eleve (> 10000). 

3) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire : 

On precede comme il est indique dans la Preparation I [ 2) Isolement et purification d'un N-ac6tylheparo- 
sane majoritairement de haute masse moleculaire, Etape c - Etape f] et on obtient un N-acetylheparosane (lot 
0) ayant des caracteristiques similaires a celles du lot A, ou comme il est indlqu6 dans la Preparation II [ 2) 
Isolement et purification d'un N-ac6tylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire, Etape a - Eta- 
pe f]. 
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PREPARATION IV 

Preparation d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire (Procede IV) 
5 Til CuTfurelfe la souche"bact6rienifre^ (K5) 

La culture de la souche Escherichia coll SEBR 3282 a ete realisee salon la m6thode decrite dans la Pre- 
paration I en utilisant comme milieu de culture le milieu C au lieu du milieu A, et le milieu D au lieu du milieu 
B. 

10 La composition du milieu C et du milieu D est precisee dans le tableau III (of. page suivante). 

On obtient ainsi environ 12 1 de f iltrat contenant du N-ac6tylheparosane. 

2) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire 

15 On procede comme il est decrit dans la Preparation I, [2) isolement et purification d'un N-acetylhepanDsane 

majoritairement de haute masse moleculaire, Etape a. Etape f]. On obtient ainsi le lot D. 

3) Caracterisation du N-acetylheparosane obtenu 

20 Determination de la repartition des masses molecuiaires par chromatographie d'exclusion 

Les m6thodes utllis6es sont identiques ^ celles d6crites dans la Pr6paration I [ 3) Caracterisation du N- 
ac6tylh6parosane obtenu ^ i'lssue des dlff6rentes 6tapes de purification : Determination de la repartition des 
masses moieculaires par chromatographie d'exclusion sterique - Premiere et deuxleme m6thode]. 
25 Lexamen du prof il d'61ution de ia chromatographie d'exclusion st6rique du lot D, permet de constater.que 

la distribution des masses moieculaires est polydispers6e et qu'elle comporte un pic majoritaire a environ 
110000 Da. 

Une fraction ponderale au moins egale a 75 % du lot D possfede une masse comprise entre 1.0.10* et 



30 



Dosage des acides uroniques 



Le taux d'acide uronique de 2,0 ^mole/mg. 



35 



Dosage des groupes amino libres (NH2) 



Le taux de NH2 du lot est inferieur d 0.1 ^imole/mg 



40 
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TABLEAU III 

Composition et preparation du milieu C et du milieu D 

MILIEU C 

Le miiieu C est pr^par^ par la reunion des trois solutions sterlles ci<lessous : 
Solution N'^j 

dans 700 ml d'eau ultra-purifiee dissoudre dans Tordre : 

Complexant : N'[Tris-{hydroxymethyl) methyl] glycine (Tricine commercialise 



par Fluka®) 360 mg 

FeS04, 7H20 280 mg 

CaCl2. 2H2O 67 mg 

MgCl2, 6H2O 1270 mg 

K2SO4 500 mg 

KCI 5000 mg 

Hydrolysat de caseine (source principale d'acides amines) HY CASE SF 

(commercialism par Sheffield®) 25000 mg 

Extrait de levure (commercialise par Difco®) 18000 mg 

Solution d'oligo-elements (cf tableau II, Preparation I) 1 ml 



Agent antimousse Struktol J673 (commercialism par Schill et Seilacher®) : 
quelques gouttes a la pipette Pasteur. 

AJuster le pH ^ 7,4 avec une solution de KOH (d = 1,38) et completer a 850 ml 
avec de I'eau ultra-purifiee. Autodaver le miiieu 45 min k 120''C. 

Solution N"2 

40 Dans environ 40 ml d'eau ultra-purifiee, dissoudre 5 g de K2HPO4 puis ajuster 
a 50 ml avec ie meme solvant. Filtrer la solution obtenue a travers un ftltre de 
porosite 0,2 ^m. 

Solution N^S 

Dissoudre 20,7 g de glycerol dans une quantite adequate d'eau uitra-purifi§e et 
ajuster le volume i 100 ml avec ie meme solvant. Autodaver i 110"C pendant 
so 30 minutes. 

MILIEU D 

La preparation du milieu D est identique d celle du miiieu C, S la 
difference pres, qu'il convient d'ajouter en plus 20 g de tampon (pH = 7,2) : 
acide 3-morphollnopropanesulfonique apres I'addition de I'agent anti-mousse. 

20 



•OOCID: <EP 0544592A2_I_> 




PREPARATION V 

Preparation d'un heparosane (derive N^desacetyle a 40 %) 

1 ^C5n dissout'aj g dii N-acityl heparosane darTsla'preparatTcTri lN^ ObrDj^ N7" 

On porte la solution a 50°C et on laisse reagir a cette temperature pendant 8 heures sous agitation et sous 
azote. On ajuste ensulte le pH a environ 8 a I'aide d'une solution d'HCI 2N. on dialyse la solution obtenue contre 
de I'eau ultra-purifiee, puis on la lyophilise. 

Apres la lyophilisation, on obtient 2,91 g de produit (lot E). 

Taux de N-desacetylation 

Le dosage des groupes annino libres (NH2) du produit obtenu apres lyophflisation indique que le N-ac6tyl- 
heparosane a ete N-desacetyle a 40 %. 

15 

PREPARATION VI 

Preparation d un heparosane N-suifate (deriv6 N-d6sacetyle a 80 %) 

20 Comme matiere premiere pour les differentes modifications chimiques, on utilise un N-acetyl heparosane 

appeie lot F prepare seion le proc6de decrit dans la Preparation II. 
Le taux d'acide uronique de ce produit est de 2,41 jimole/mg. 
Etape a- N-D6sacetylation partielle 

OrTdissout 1 ,9 g du lot F dans 38,5 ml de NaOH 2 N. On porte ia solution a 50^C et on laisse^ reagir 
25 & cette temperature pendant 8 heures sous azote. 

On ajuste ensuite le pH ^ 8,25 par addition de HOI 2 N. On dialyse contre de I'eau ultra-purif lee puis 
on lyophilise. 

On obtient ainsi 1,6 g de produit. 
Taux de N-desacetylation 

30 Le dosage des groupes amino-libres (NH2) indique que le N-acetyl heparosane a ete N-desacetyle a 

80%. 

Etape b - N-sulfatation 

OrTdissout 1,33 g du produit obtenu a I'etape precedente dans 57 ml d'eau ultra-purifiee, on ajoute 
1,9 g de Na2C03 et 1,9 g de complexe trioxyde de soufre-trim6thylamine et on porte a 55°C pendant 20 
35 heures. On ajuste ensuite la conductivite de la solution k celle d'une solution de NaCI 0,5 M par addition 

d'eau d^mlneralisee et on precipite par 4 volumes d'6thanol. On centrifuge, on reprend le culot avec une 
solution de NaCI 0,5 M, on precipite par 4 volumes d'ethanol et on centrifuge. 

On dissout le culot dans I'eau ultra-purifiee eton dialyse contre de I'eau ultra-purifiee selon le precede 
decrit dans la Preparation I puis, on lyophilise. 
40 On obtient ainsi 1,809 g d'h§parosane N-sulfat6 (lot F1). 

PREPARATION VII 

Preparation d'un heparosane N-sulfate (derive N-desacetyle a 80 %) de faible masse moleculaire par 
45 depolymerisation par I'acide nitreux ; (Concentration finale en nitrite : 0,04 M) 

Etape a - Fragmentation par le nitrite de sodium 

1 g du produit obtenu a la Preparation VI est dissous dans 8 ml d'eau ultra purif iee. Le pH de la solution 
est ajuste a 2,5 ^ I'aide d'HCI 2 N. Ala solution agit^e vigoureusement k temperature ambiante sous flux 
50 d'azote, on ajoute 0,276 ml d'une solution aqueuse de nitrite de sodium a 100 mg/ml (molarite finale en 

nitrite : 0.04 M). Le pH est immediatement reajuste a 2,5 a I'aide d'HCI 2 N et le volume total de la solution 
est complete a 10 ml. Lagitatlon est maintenue 2 heures sous flux d'azote. 
Etape b- Reduction des groupements 2,5-anhydromannose formes 

OrT ajuste le pH de ia solution ^ 7,0 a I'aide de soude 2 N, puis on ajoute 0,2 g de borohydrure de 
55 sodium et Ton agite 15 heures h I'air libre, a temperature ambiante. 

Le borohydrure en exc6s est hydrolys6 par acidification k pH 3,5 d I'aide d'acide acetique a 10 %. 
On soumet la solution r6actionneIle d une agitation pendant 15 minutes, puis on ajuste le pH d 7,0 k I'aide 
de soude 2 N. 
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Le produit de la reaction est precipite par 4 volumes d'ethanol, centrifuge, lave a I'ethanol puretseche 
sous vide a 60 °C. 

On obtient ainsi 980 mg d'heparosane N-sulfate (derives N-desacetyle a 80%) depolymerise. defaible 
masse moleculaire ayant a I'extremite reductrice, un groupement 2,5 anhydromannitol (lot G). 

5 

D6termination de la repartition des masses mol6culaires par HPLC d'exclusion sterique 

La repartition des masses moleculaires est d6terminee par HPLC d'exclusion st6rique dans les conditions 
suivantes : 
10 Colonne TSK 2000 (TOYO SODA). 

Phase mobile : Solution aqueuse de sulfate de sodium 0,5 M 
Debit : 1 ml/min. 
Detecteur UV a = 205 nm 

L'etalonnage est effectue a I'aide d'une gamme d'oligosaccharides, derives de Theparine connme decrit dans 
15 la Preparation I [3- Caracterisation du N-acetylheparosane obtenu k Tissue des differents etapes de purifica- 
tion : Determination de la repartition des masses mol6cuIaires par chromatographie d'exclusion sterique - Pre- 
miere methode]. 

Certains resultats deduits du prof il d'eiutlon sont rassembies dans le tableau IV cl-apres. 
PMi represente la masse mol6culaire telle qu'une fraction pond6rale de 1 % du produit ait une masse mole- 
20 culaire superieure a PMi. 

PM2 represente la masse moleculaire telle qu'une fraction ponderale de 10 % du produit ait une masse mole- 
culaire superieure ^ PM2. 

PM4 represente la masse moleculaire telle qu'une fraction ponderale de 10 % du produit alt une masse mole- 
culaire inferieure a PM4. 

25 PM5 represente la masse moleculaire telle qu'une fraction ponderale de 1 % du produit ait une masse mole- 
culaire inferieure a PM5. 

PM3 represente la masse moleculaire correspondant au maximum d'absorption. 



TABLEAU IV 



30 


Repartition des masses moleculaires du 
produit obtenu a la Preparation VII (Lot G) 




PMi 


PM2 


PM3 


PM4 


PM5 


35 


16939 


8843 


3716 


1757 


925 



PREPARATION VIII 

40 Preparation d'un heparosane N-suifate (derive N-desacetyle a 80 %) de falble masse moleculaire par 
depolymerisation par Tacide nitreux ; (Concentration finale en nitrite : 0,03 M) 

On precede comme 11 est decrit dans la Preparation VII, en ajoutant 0,208 ml d'une solution de nitrite de 
sodium e 100 mg/ml au lieu de 0,276 ml. 
45 On obtient ainsi 990 mg de produit (lot H). 

La repartition des masses moleculaires est determinee par HPLC d'exclusion sterique, comme decrit dans 
la Preparation VII. Certains resultats deduits des prof lis d'6lution sont rassembies dans le Tableau V. 
PMi, PM2, PM3, PM4 et PM5, ont les signif ications donnees pour le Tableau IV. 

50 TABLEAU V 



Repartition des masses moleculaires du 
produit obtenu a la Preparation VII (Lot H) 


PMi 


PM2 


PM3 


PM4 


PM5 


19856 


11146 


5377 


2460 


1536 
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HEPAROSANES-N,0-SULFATES 
EXEMPLE 1 



5 Heparosanes-N,0-sulfatdis ; derives" N-"dgsacety I es a 80 % ayanf 'un taux de sulfatation'de 2,6 

Etape a ~ Formation du sel de tetrabutylammonium 

OrTdissoutSOO mg de I'heparosane N-sulfate obtenu salon la Preparation VI (ie N-acetylheparosane 
utilise comnne matiere premiere etant prepare selon la Preparation IV), dans 100 ml d'eau. On depose cette 

10 solution sur une colonne d'echange dions 6 base de polystyrene reticule par Ie divlnylbenzene (Dowex 

50 W 8 de Dow Chemical® 20-50 Mesh) prealablement condltionnee en milieu acide, de fapon a regenerer 
la forme acide du produit. Le pH de I'eluat est amene a 7 a I'alde d'une solution d'hydroxyde de tetrabu- 
tylammonium (40 % p/v). L'addition de la solution est arretee quand I'eluat est completement neutralise 
(pH = 7). On lyophilise. 

IS Apres lyophilisation on obtient environ 1 ,3 g de sel. 

Etape b - O-sulfatation 

On dissout le set obtenu a I'etape precedente dans 80 ml de formamide, on ajoute 5.6 g de complexe 
trioxyde de soufre-pyridine (commercialism par Aldrich® sous la ref. S755-6). On laisse reagir 6 heures ^ 
30°C puis on ajoute 1 6 ml de NaCl 2 M. On porte a pH 7 6 I'aide d'une solution de NaOH 5 N et on pr6cipite 
20 par 2 volumes d'ethanol. On reprend le precipite avec une solution de NaCI 0,5 M, on reprecipite avec 2 

volumes d'ethanol, on dialyse contre de I'eau ultra-purlfiee et on concentre au Rotavapon 
Etape c - Gel-filtration 

La solution concentr^e obtenue ^ T^tape b est fractionn§e par gel filtration en utilisant une colonne 
Sephacryl S 300 HR et en utilisant comme eluant une solution de NaCI 0,5 M. 
25 Oh recueilie les fractions contenant un heparosane-N,0-sulfate constitue de chatnes ayant des-mas- 

ses moleculaires moyennes de 1 00000 k 200000 Da, comme aussi les fractions contenant un heparosane- 
N,0-sulfate constitue de chaines ayant des masses moleculaires moyennes d'environ 50000 Da et d'en- 
viron 12000 Da. 

A chacune de ces trois fractions, on ajoute 5 volumes d'ethanol, on les soumet a une dialyse contre de 
30 Veau ultra-purif iee et on soumet les solutions obtenues apres dialyse, a une lyophilisation. 
On obtient ainsi 3 lots d'h6parosane-N,0-sulfate : 

- le lot 1A est un heparosane-N,0-sulfate constitue de chaines ayant une masse moleculaire moyenne 
de 150000 a 200000 Da. Cet heparosane-N.O-sulfate est constitue d'au moins 70 % en masse de chaT- 
nes de masse mol6culaire comprise entre 1,0.105 et 5,0.105 Da. On isole 0,140 g de cet h6parosane- 

35 N.O-sulfate. 

- le lot 1B est un heparosane-N,0-sulfate constitue de chaTnes ayant une masse moleculaire moyenne 
d'environ 50000 Da. Cet heparosane-N,0-sulfate est constitue d'au moins 70 % en masse de chaTnes 
de masse moleculaire comprise entre 2,0.10^ et 1,0.105 Da. On isole 0,350 g de cet heparosane-N,0- 
sulfat6. 

40 - le lot 1C est un heparosane-N,0-sulfate constitue de chaines ayant une masse moleculaire moyenne 

de 12000 Da. On isole environ 0,100 g de ce dernier produit. 
Les caract6ristiques des trois lots d'h6parosane-N,0- sulfate d6crlts dans cet exemple sont rassembl6s 
dans le Tableau VI. 

45 
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TABLEAU VI 



Caract^ristiques des h6parosanes-N,0-sulfat^ 
correspondant aux lots 1A, 1B et 1C 





Taux d'acide 

uronique 
(^mole/mg) 


Taux de NH2 
Oimole/mg) 


Taux de 
dfeacityiation 


Taux de 
sulfatation 
<iapport sulfate 
/carboxyie) 


LotIA 


1.48 


<0,01 


80% 


2.6 


Lot IB 


1.45 


<0,01 


80% 


2.6 


LotIC 


1,45 


<0,01 


80% 


2.6 



Le taux de sulfatation, 6galement appe!6 rapport sulfate/carboxyle, est le nombre moyen de groupes sul- 
fate, contenus dans une structure disaccharldique, par groupe carboxyie contenu dans cette m§me structure ; 
II est mesur^ par la m^thode conductim^trique de dosage du groupe sulfate et du groupe carboxyie, decrite 
par B. Casu et al., dans Carbohydrate Research, (1975), 39, 168-176. 

EXEMPLE 2 




HeparosaneS"N,0"Sulfat6s ; derives N-desacetyles a 40 % ayant un taux de sulfatation de 2,1 

30 Etape a - Formation du sel de tetra butyl am moniunn : 

On utilise comme matidre premiere, un heparosane, prepare selon la Preparation V(lot E) et on pro- 
c§de selon la mdthode decrite dans TExemple 1 , Etape a. Le N-acetyl heparosane utilise comme matifere 
premiere pour la preparation d'heparosane a ete prepare selon le procede de la Preparation I. 
Etape b - N,0-su If station partielle : 
35 On dissout 421 mg du sel obtenu a I'etape precedente dans 35 ml de dimethylformamide et on ajoute 

3,71 g de complexe trioxyde de soufre-pyridine. On taisse reagir sous agitation pendant 6 h a temperature 
ambiante. A un volume du milieu reactionnel on ajoute du chlorure de sodium jusqu'a Tobtention d'une 
solution de concentration 0,33 M en chlorure de sodium, puis 2 volumes d'ethanol. On laisse se former 
le precipite. On centrifuge et on elimine le surnageant. Le culot de centrifugation est repris dans une so- 
40 lution de NaCI 0,5 M. qu'on neutralise. On ajoute ensuite 2 volumes d'ethanol. On laisse se former le pr6- 

clpit^, on centrifuge et on reprend le culot de centrifugation avec de Teau ultra-purif lee. 
On dialyse centre de Teau ultra-purif iee et on lyophilise. 
Le lyophilisat obtenu presente les caracteristiques suivantes : 

* taux de NH2 libre : 0,10 |imole/mg 

45 « taux de sulfatation : 1 ,9 par unit^ disaccharldique 

Etape c - N-sulfatation totale 

On melange dans un volume de 20 ml d'eau ultra-purif iee par gramme de produit N,0-sulfate engage, 
1 partie ponderale de produit N,0-sulfate, 1 partie ponderale de bicarbonate de sodium, 1 partie ponderale 
du complexe trioxyde de soufre-trimSthylamine et on laisse reagir k 55^C sous agitation pendant 20 h. On 
50 dilue ensuite ie melange reactionnel (facteur de dilution 10), puis on ajuste la conductivlte de la solution 

obtenue a celie d'une solution de chlorure de sodium 0,5 M. 

Ensuite sent realisees une precipitation parajout de 2 volumes d'ethanol, une centrifugation suivie 
d'une reprise des culots de centrifugation par une solution de NaCI 0,5 M, puis une seconde precipitation 
par ajout de 2 volumes d'ethanol. Apres reprise dans de I'eau ultra-purifi^e et dialyse centre de I'eau ultra- 
55 purifiee, le produit est lyophilise et seche a 40°C sous vide. 

Le lyophiiisat obtenu (lot 2) presente les caracteristiques suivantes : 

* taux de NH2 libres : 0,02 ^ole/mg 

* taux de sulfatation : 2,1 par unite disaccharidique 

24 
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On constate que le taux de NH2 residue) (0,02 ^mole/mg), estfaible et inferieur a celui de Theparosane- 
N.Osulfate obtenu a Tissue de Tetape de la N.O-sulfatation partielle. Cela demontre le caractere total de 
la reaction de la N-sulfatation. 

Le lot 2 contlent au molns 70 % en nna sse. de chai nes de mas se nrtoleculaire comprise entre 2,0.10^ 

"5 Da etT, 5.10^ Dau 

EXEMPLE 3 

Heparosane-N,0-sulfate ; Derive desacetyle a 80 % ayant un taux de sulfatation de 2,6 

10 

Comme matiere premiere, on utilise 3.35 g d'un heparosane-N-sulfat6. prepare selon le proced6 decrit 
dans la Preparation VI (Etapes a et b). 

Ce compose a ete obtenu. a partir de 4 g d'un N-acetylheparosane prepare selon le precede decrit dans 

la Preparation HI. 

15 L'heparosane-N-sulfate utilise comme matiere premiere est constltue a 70 % de chaTnes ayant une masse 

moleculaire compnse entre 20000 et 150000 Da. et presente les caracteristiques suivantes : 

* Taux d'acide uronique : 1,5 pmole/mg 

* Taux de NHo libres : 0. 10 |amole/mg 

* Taux de desaceiylation : 80 % 

20 Etapea - Formation du sel de tetrabutylammonium 

OrTdlssout rheparosane-N-sulfat6 dans 400 ml d'eau ultra-purif lee et I'on precede comme II est decrit 
dans TExemple 1 {Etape a). 

Apres lyophilisation, on obtient 6,66 g de sel. 
Etape b - O-suUatation 

25 On dissoul 297 mg du sel obtenu a I'etape precedente dans 20 ml de formamide et on ajoute 1 9 du 

complexe trioxyde de souf re- pyridine, puis Ton precede comme 11 est d6crit dans I'Exemple 1, (Etape b). 

On obtient ainsi 260 mg d'un heparosane-Sl.O-sulfate. 

Les caracteristiques de cet heparosane-N,0-sulfate (lot 3) sont indiquees dans le Tableau VIL 
30 TABLEAU Vii 



Caracteristiques du produit correspondant au lot 3 





Taux d'acide 

uronique 
(^moie/fng) 


Taux de NH2 
(/imole/mg) 


Taux de 
d6sac6tylation 


Taux de 
sulfatation 
(rapport sulfate 
/carboxyle) 


Lots 


1.50 


<0,02 


80% 


2,60 



45 

La repartition des masses moleculaires des chaines qui constituent rh6parosane-N,0-sulfate du lot 3 est 
determinee par chronnatographie d'exclusion sterlque selon la technique d6crite dans la Preparation I (Pre- 
miere m^thode). 

La masse moleculaire correspondant au maximum d'absorption a 6te evaluee a 80000-150000 Da. Le lot 
50 3 contlent au moins 70 % en masse de chaTnes de masse moleculaire comprise entre 2,5. W Da et 2,5.1 O^Da, 
et au moins 60 % en masse, de chames de masse moleculaire comprise entre 4.5.10* et 2,5.105 Da. 
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UTILISATION PES HEPAROSANES N-SULFATES ET PES HEPAROSANES«N,0-SULFATES DE HAUTE 
MASSE MOLECULAIRE POUR LA PREPARATION PES H E PAR OS AN ES-N,0- SULFATES PE FAIBLE 
MASSE MOLECULAiRE ~ 

EXEMPLE 4 

Preparation d*un heparosane-NyO-sulfate de faible masse moleculaire a partir d'un heparosane-N,0- 
sulfate de haute masse moleculaire ; Perlve desacdtyle k 80 % ayant un taux de sulfation de 2,5 

Etape a- Formation du sel de t^trabutylammonium 

On precede comme il est decrit dans I'Exemple 1 , etape a, en utilisant 5 g de I'heparasane N-sulfate 
obtenu seion la Preparation VI et les quantites de solvants et de reactifs adequates. 

Apres lyophlllsation, on obtient environ 9,3 g de sel 
Etape b- 0-sulfatation 

8,1 0 9 du sel de tetra butyl ammonium precedemment obtenu sent dissous dans 450 ml de formamide 
anhydre. La solution est passee sur una colonne de 290 mi, de tamis moleculaire 4 A. On y ajoute alors 
27 g de complexe trioxyde de soufre-pyridine, et on incube 6 heures a 30°C. 

On additionne alors une quantite adequate d*une solution de NaCI 2 M, pour que le milieu reactionnel 
ait une concentration finale en chlorure de sodium Sgale d 0,5 M. On neutralise ensulte a I'aide de NaOH 
1 N, et on precipite par 2 volumes d'ethanol. 

On reprend le precipite avec une solution de NaCI d 0,5 M et on repreclplte avec 2 volumes d*6thanol. 
Apr6s centrlfugation, le culot est repris dans un volume minimum d'eau et dialys6 pendant 15 heures. La 
solution obtenue apr^s dialyse est ensulte soumise a une lyophiiisation. 

On obtient ainsi 5,8 g de produit. 
Etape c~ Depolymerisation par I'acide nitreux (concentration finale en nitrite : 0,035 M) 

2 g de produit obtenu d I'etape b sent dissous dans 17 ml d'eau ultra-purifiee d 22*»C. La solution est 
degazee par mise sous vide pendant une heure. Elle est ensuite agitee vigoureusement sous flux d'azote, 
le pH est abaiss^ ^ 2,5 a I'alde d'HCI 5 N et 0,484 ml de nitrite de sodium a 100 mg/ml sont ajoutes. 

Le pH est immediatement reajuste a 2,5 et le volume est complete a 90 ml a I'aide d'eau ultra pure 
(concentration finale de la solution reactionnelle en nitrite de sodium egale a 0,035 M). 

L'agltation est maintenue 3 heures k temperature ambiante sous courant d'azote. Le pH est ensuite 
amene a 7,0 au moyen de soude 5 N et 0,4 g de borohydrure de sodium sont ajoutes. La solution est agitee 
15 heures a I'air iibre. Le borohydrure de sodium en exces est ensuite detruit par acidification a pH 3,5 a 
I'aide d'acide acetique a 30 %. La solution reactionnelle est ensulte soumise a une agitation violente pen- 
dant 15 minutes a I'air Iibre et ie pH est ajuste a 7 par addition de soude 5 N. 

L'heparosane fragments est recupere par precipitation d 4 volumes d'ethanol, centrifugation, lavage 
k r^thanol sur entonnoir de buchner fritte, et sechage sous vide a 60**C. 

On obtient aInsi 8,7 g de produit. 
Etape d- Gel-filtration 

1 .6 g de produit obtenu a I'etape c sont dissous dans 15 ml de NaCI 0,5 M et gel-f litre sur colonne de 
5 cm X 1O0 cm de Sephacryl S 200 HR (PHARMACIA) prealablement equilibree avec du NaCI 0,5 M, (debit 
de 8 ml/min). L'^luat est collecte en 30 fractions de 40 ml. La masse moleculaire des fragments d'h6paro- 
sane-N,0-su!fat6 de chacune des fractions est evaluee par HPLC d'exclusion st^rique sur une colonne 
TSK 2000, selon la m6thode d^crite dans la Preparation VII. 

Les fractions ayant une masse moleculaire moyenne comprise entre environ 5500 et 8000 Da sont 
regroupees. 

Le produit contenu dans ces fractions est r6cup6r6 par precipitation a 4 volumes d'ethanol. centrifu- 
gation, dialyse et lyophiiisation. 

Les caract6rlstlques de cet h6parosane-N,0-sulfate de basse masse moleculaire (lot 4) sont indi- 
qu^es dans le Tableau VIII. 
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TABLEAU VIII 



Caract6tistiques du produit correspondant au lot 4 





Taux ct*acide 

uronique 
(^moie/mg) 


Taux de NH2 
(^mole/mg) 


Taux de 
d6sac6tylation 


Taux de 
sulfatation 
(rapport sulfate 
/cartjoxyie) 


Lot 4 


1.40 


<0,02 


80% 


2,50 



La repartition des masses moleculaires des chaines qui constituent rheparosane-N,0-sulfate de basse 
masse moleculaire (Lot 4) est indiquee dans le Tableau IX. Elle a ete evaluee par HPLC d'exciusion sterique 
comme decrit dans la Preparation VII. 

PMi, PM2, PM3, PM4 et PM5, ont les significations donnees pour le Tableau IV. 



TABLEAU IX 



R6partition des masses mol6culaires du 
produit correspondant au lot 4 


PMi 


PM2 


PM3 


PM4 


PM5 


14887 


9445 


6912 


5067 


2754 



EXEMPLE 5 

Preparation d'un heparosane-N,0-suifate de faible masse moleculaire a partir d'un heparosane N-sut- 
fate de haute masse moleculaire ; Derive desacetyle a 80 % ayant un taux de sulfatation de 2,9 

Etape a- Depolymerisation d'un heparosane N-sulfat6, derive N-desacetyle a 80 %, par I'acide nitreux 
(concentration finale en nitrite : 0,035 M) 

9 g d'un heparosane N-sulfate identique a la Preparation VI sont dissous dans 85 ml d'eau ultra pu- 
rlfiee a 22°C. La solution est degazee par mise sous vide pendant une heure. Elle est ensuite agitee vi- 
goureusement sous flux d'azote. le pH estabaisse ^ 2,5 au moyen d'HCI 5 N et2,17 ml de nitrite de sodium 
a 100 mg/m! sont ajoutes. Le pH est immedlatement reajuste a 2,5 et le volume est complete a 90 ml a 
raide d'eau ultra pure (concentration finale du milieu reactionnel en nitrite de sodium egale a 0,035 M). 

L'agltation est maintenue 3 heures a temperature ambiante sous courant d'azote. Le pH est ensuite 
amene a 7,0 au moyen de NaOH 5 N et 13 9 de borohydrure de sodium sont ajoutes. La solution est agitee 
15 heures ^ I'air libre. Le borohydrure en exces est ensuite d6truit par acidification a pH 3,5 a raide d'acide 
acetique a 30 %. La solution reactionnelle est ensuite soumise a une agitation violente pendant 1 5 minutes 
a rair llbre. Le pH est ajuste d 7.0 par addition de NaOH 5 N. 

L'heparosane N-sulfate fragmente est recup6r6 par precipitation par 4 volumes d'ethanol, centrlfuga- 
tion, lavage a I'ethano! sur entonnoir de buchner fritt6, et s6chage sous vide a eCC. 

8,7 g de produit sont f inalement obtenus. 

La repartition des masses mol6culaires des chaines qui constituent rh6parosane N-sulfat6 (d6riv6 
N-d6sac6tyl6 ^ 80 %) obtenu. de faible masse mol6culaire (Lot 5A) a 6t6 6valu6e par HPLC d'exciusion 
sterique comme d6crU dans la Preparation VII. 

Les r6sultats d6duits du profil chromatographique sont indiqu6s dans le tableau X. PM,, PM2, PM3, 
PM4 et PM5, ont les significations donnees pour le Tableau IV. 
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TABLEAU X 



Repartition des masses moleculaires du 
produrt correspondant au lot 5A 


PMi 


PM2 


PM3 


PM4 


PM5 


14282 


8999 


3805 


2177 


1536 



Toutes les chames dont I'heparosane N-sulfate du lot 5Aest constltu6, contiennent ^ I'extremit^ re- 
ductrice une structure de formule (c) dans laquelle G represente un atome d'hydrogene. 
Etape b - Gel-filtration 

1 ,6 g de produit obtenu a I'^tape precedente sont dissous dans 15 ml de NaCI 0,5 M et gel-f litre sur 
colonne de 5 cm x 1 00 cm de Sephacryl S 200 HR (PHARMACIA) prealablement equilibree avec du NaCI 
0,5 M, avec un d6bit de 8 ml/mln. L'6luat est collects en 30 fractions de 40 ml. La masse molecuiaire des 
fragments d'heparosane de chacune des fractions est evaluee par HPLC d'exclusion sterique sur une co- 
lonne TSK 2000. selon la m^thode decrite dans ia preparation VII. 

Les fractions ayant une masse molecuiaire moyenne comprise entre environ 5000 et 7000 Da d'une 
part (lot 5B1 ). et entre 3500 a 5000 Da d'autre part (lot 5B2), sont regre>upees. 

Lheparosane N-sulfat§ et fragmente contenu dans les lots 5B1 et 5B2 est recup^re par precipitation 
^ 4 volumes d'ethanol, centrifugation, dialyse et lyophlllsation. 

On obtient finalement 0,5 g correspondant au lot 5B1 et 0,45 g correspondant au lot 5B2. 

La distribution molecuiaire de ces deux heparosanes est analysee par HPLC d'exclusion sterique, 
comme decrit dans la Preparation VII et ies resultats sont donnes dans le Tableaux XI. 

PMi, PM2. PM3. PM4 et PM5, ont les significations donnees pour ie Tableau IV. 

TABLEAU XI 



Repartition des masses moleculaires des produits correspondant 

aux lots 5B1 et 5B2 







PM2 


PM3 


PM4 


PM5 


Lot 5B1 


9943 


8051 


6357 


4611 


2460 


Lot 5B2 


7800 


6236 


4086 


2400 


1536 



Etapejc- O-sulfatatlon des fragments d'h6parosane N-suIfat6, N-d6sac6tyl6 de faible masse molecuiaire 
840 mg du lot 5B1 sont convertisen sel de tetrabutyiammonium par passage surreslne Dowex. prea- 
lablement acidifiee, et neutralises par Thydroxyde de tetrabutyiammonium. 
Le sel de tetrabutyiammonium est recup6r6 et lyophilis6. 

Precede I : Sulfatation par le complexe trioxyde de soufre- pyridine 

420 mg de I'heparosane N-sulfate N-desac6tyle sous forme de sel de tetrabutyiammonium precedemment 
obtenu sont dissous dans 42 ml de formamide anhydre (la masse Indlquee correspond a rheparosane N-sul- 
fate, N-d6sac6tyie sous forme non salif i6e). La solution est passee sur une coionne de 15 ml, de tamis mole- 
cuiaire 4 A. On y ajoute alors 1,4 g de complexe trioxyde de souf re- pyridine, et on incube 6 heures a 30*'C. 

On additionne alors 9 ml d'une solution de NaCI a 2 M, et on neutralise ensuite a Taide de NaOH 1 N. 

Lheparosane-N,0-sulfate est precipite par 2 volumes d'ethanol, est centrifuge, redissous dans 10 ml de 
NaCI a 0,5 M et de nouveau reprecipite avec 2 volumes d'ethanol. Apr^s centrifugation, le culot est repris dans 
un volume minimum d'eau et dialyse pendant 15 heures. 

Le produit est finalement lyophilise. 
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I* 

On obtient 470 mg d*heparosane-N ,0-sulfate (lot 5C1 a). Les caractehstiques de ce produit sont identiques 
a celles de I'heparosane-N.Osulfate (lot 4) d6crlt dans I'exemple4. 

Procede II : Sulfatation par I'acide chlorosulfomque 

Les 420 mg de I'heparine N-sulfate, N-desacetyle sous forme de sel de tetra butyl ammonium restants sont 
dissous dans 8 ml de formamide anhydre (la masse indiquee correspond a I'heparosane N-sulfate, N-desa- 
cetyle sous forme non salifiee). La solution est passee sur une colonne de 15 ml de tamis moleculaire 4 A et 
recuperee dans un ballon a triple tubulure raccorde a une garde de chlorure de calcium. On ajoute ensuite 346 
10 \x\ de pyridine anhydre. En agitant le melange vigoureusement, on coule alors tres lentement 256 mg d*acide 
chlorosulfonique en solution dans 1 ml de dichioromethane, en veillant a ce que la temperature du melange 
reactionnel n'excede pas 35°C (duree de I'addition : 15 minutes). La solution est ensuite agitee 2 heures a 
temperature ambiante. On addltionne ensuite 10 ml de NaCI 0.5 M et la solution est neutralis6e par la soude 
1 N. • 

15 Lh6parosane-N,0-sulfate est preciplte par 2 volumes d'ethanol, centrifuge et redissous dans 10 ml de 

NaCI 0,5 M. Par la suite, il est precipite de nouveau par 2 volumes d'ethanol et centrifug6. Le cuiot est repris 
dans un volume minimum d'eau et dialyse extensivement pendant 15 heures. 
Apres lyophilisation. on obtient 430 mg de produit appele lot 501 b. 

Les caracteristiques de cet heparosane-N,0-sulfat6 de falble masse mol6culaire sont indiquees dans le 
20 Tableau XII. 
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TABLEAU XII 

Caracteristiques du produit correspondant au lot 5C1b 



30 



35 





Taux d*acide 

uronique 
(/imole/mg) 


Taux de NH2 
(^mole/mg) 


Taux de 
d^sacitylation 


Taux de 
sulfatation 
(rapport sulfate 

/cartjoxyle) 


Lot 5C1b 


1.50 


<0,02 


80% 


2,90 



40 



La repartition des masses moleculaires des chaTnes qui constituent Theparosane-N.O-sulfate du lot 5C1b 
a ete evaluee par HPLC d'exclusion sterique selon la m6thode decrite dans la Preparation VII et est indiquee 
dans le Tableau XIII. 

PMi, PM2, PM3, PM4 et PM5, ont les significations donnees pour le Tableau IV. 

TABLEAU XIII 



45 



50 



Repartition des masses moleculaires du 
produit correspondant au lot 501 b 


PMi 


PM2 


PM3 


PM4 


PM5 


11881 


9116 


7253 


5513 


3056 



Ce produit est constitu6 d 70 % de chaines ayant une masse moleculaire comprise entre 8792 et 5900 

Da. 

Revendications 

1. H6parosanes-N,0-sulfat6s constitu6s par des chaTnes ou par un melange de chaines de masse mol6cu- 
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laire entre 1,5.104 et 4,0.106 Da, caract6ris§es par une structure disaccharidique repetee de formule I : 




dans laquelle, 

- E represents, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N,0-sulfat6s, un grou- 
ps acetyle, et dans ies unites disaccharidiques restantes, un groups sulfate et 6ventuellement un ato- 
ne d'hydrog^ne, 

- G represents un atoms d'hydrogene et un groups sulfate, 

sties sels pharmaceutiquement acceptables desdits heparosanes-N.O-sulfates. 

Heparosanes-N,0-sulfates selon ia revendication 1 , caracterises en cs que E represente un groups ace- 
tyls et un groups sulfats. 

Heparosanes-N,0-sulfates selon Tune quelconque des revendications 1 et2, caracterises en ce que le 
degre de sulfatation, exprime comma le rapport sulfate/carboxyle est comprls entre 1.5 et 3,0. 

Heparosanes-N,0-suIfates selon ia revendication 1, constitu6s par des chames ou par un melange de 
chaines de masse moieculaire entre I.S.IO^et 4,0.106 Da, caracterisees par une structure disaccharidique 
repetee de formule I : 




(I) 



dans laquelle, 

- E represente, dans 0 ^ 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N,0-sulfates, un grou- 
pe ac§tyle, et dans Ies unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate et eventusllemsnt un ato- 
ms d'hydrogsns, 

- G reprssente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate, 

le degr6 de sulfatation, exprim§ comme rapport sulfate/carboxyle 6tant de 1,5 a 3,0, 
ies deux extremit6s. reductrice et non reductrice des chames desdits heparosanes-N,0-sulfates 
6tant des unit§s uroniques sulfat6es ou non, de la glucosamine sulfat6e ou non, ou de la N-ac6tyl gluco- 
samine, sulfat6e ou non, 

et Ies sels pharmacsutiqusmsnt acceptables desdits heparosanes-N,0-sulfat6s. 

Heparosanes-N,0-sulfates selon Tune quelconque dss revsndications 1 a 4, caractsrises en ce que le 
groupe acetyle des unites disaccharidiques est present ^ un taux inferieur ou egal a 60 %. 

Heparosanes-N. O-sulfates seion ia revendication 1, caracterises en ce qu'ils contiennent moins de 0,2 
^imole/mg de groupe amino libra (NH2). 

Heparosanes-N,0-sulfat6s selon Tune quelconque des revendications 1^3, constitu6s par au moins 70 
% en masse de chaTnes de masse moleculaire entre 1,0.105 et 5.0.105. 

Heparosanes-N,0-sulfates selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, constltues par au moins 70 
% en masse de chaines de masse moleculaire entre 2,5. 10^ Da et 2,5. 10^ Da. 
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9. H6parosanes-N,0-sulfates selon Tune quelconque des revendlcations 1 a 3, constitues par au moins 70 
% en masse de chaines de masse molecuiaire entre 2.0.10^ Da et 1,0.105 Qa. 

10. Composition d*heparosane-N,0-sulfate caracterisee en ce qu'elle contlent au moins 70 % en masse d'un 
h6parosane-N;0=sulfat§"selon'rune quelconque" des revendications-1-a-9r 

11. Proced6 de preparation d'une composition contenant 70 % ^100 % d'un iieparosane-N,0-sulfate selon 
ta revendication 1, caracteris6 en ce qu'il comprend la sequence des 6tapes suivantes : 

- etape a ; culture d'une souche d* Escherichia coli (K5), 

- 6tape b : isolement et purification - precede ou non d'une purification preliminaire - du N-acetylhe- 
parosane form6 pour obtenir une composition contenant 70 % a 100 % d'un N-acetylheparosane de 
haute masse molecuiaire constitue par un melange de chaines de masse molecuiaire entre 1,0.10^ 
et 2,0. 10^ Da, caracterisees par une structure disaccharidique rep6tee de formule II: 




NHCOCH, OH 



- 6tape c : d6sacetylation partielle de cette composition de N-ac6tylh6parosane pour obtenir une 
composition contenant 70 % a 100 % d'un heparosane constitue par un melange de chaines de mas- 
se molecuiaire entre 1,0.10^ et 2,0.10^ Da. caracterisees par une structure disaccharidique repetee 
de formule III : 




dans laquelle R' represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques, un groupe ac6tyle, et dans 
les unites disaccharidiques restantes un atome d'hydrogene, 

- etape d : 

- soit une N-sulfatation totale ou partielle pour obtenir une composition contenant 70 ^ 100 % d'un 
h§parosane N-sulfate constitue par un melange de chaines de masse mol6culaire entre 1,0.10^ 
et 2,0.106 Da caract6ris6e par urie structure disaccharidique r6p6tee de formule IV : 




dans laquelle E repr6sente dans 0 6 80 % des unlt6s disaccharidiques un groupe ac6tyle et dans 
les unites disaccharidiques restantes un groupe sulfate et 6ventuellement un atome d'hydrogfene, 
cette 6tape de N-sulfatation partielle ou totale 6tant suivie d'une 6tape de O-sulfatation partielle 
ou totale. 

- soit une N, O-sulfatation partielle de cette composition d*h6parosane. 
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« 

- solt une N,0-sulfatation partielle de cette composition d'h6parosane suivie d*une etape de N-sul- 
fatation totaie, 

et comporte eventuellement une ou plusieurs 6tapes de fraction nement des nnasses molecufaires effec- 
tuees a la fin des stapes a, b, c ou d. 

5 

12. Procede selon la revendicatlon 11 caract6rls6 en ce que ta souche d 'Escherichia coli (K6) est la souche 
SEBR 3282 (d6posee aupres de la CNCM de rinstitut Pasteur, Paris. France, sous le 1-1013) ou un 
mutant de cette souche. salt spontan6 soit Induit. 

13. Procede selon la revendicatlon 11 caracterise en ce que ia culture de la souche d 'Escherlchia coli (K5) 
esteffectuee dans un milieu de culture riche en glycerol. 

14. Procede selon la revendicatlon 11, caracterise en ce que I'isolement et la purification du N- acetyl hepa- 
rosane, comprennent au moins une §tape de precipitation alcoollque, et au moins une etape de chroma- 
tographie d'^change d'ions. 
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25 



15. Precede selon ia revendicatlon 11, caracteris6 en ce que I'isolement et la purification du N-acetylh6pa- 
rosane sont realises a I'aide d'un procede comportant la sequence des etapes suivantes : 

- etape : Precipitation par l'6thanol, 

- etape b-, : Dialyse, 

- etape Ci : Precipitation par Tethanol. puis deshydratation et sechage. 

- etape di : Purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- etape ei : Precipitation par I'^thanol de r^luat obtenu par I'etape di, deshydratation, sechage et 
broyage, 

dans lequel une des stapes a^ ou Ci peut dtre supprimee. 



16. Proc6de selon ia revendlcation 11. caracteris6 en ce que I'isolement et ia purification du N-acetyIh6pa- 
rosane sent reailses a I'aide d'un proc6de comportant la sequence des etapes suivantes : 

- 6tape a*i : Dialyse, 

- etape b'i : Purification en milieu acide. Elimination des impuret6s Insolubles dans des solutions 
aqueuses de pH 3,5 et pH 1 ,8, 

- etape c'i : Precipitation par rethanol, puis deshydratation et sechage, 

- etape d'l : Hydrolyse alcaline et dialyse, 

- etape e'l : Purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- etape f i : Purification par chromatographie d'exclusion. 

35 

17. Procede selon la revendicatlon 11, caracterise en ce que le N-acetylheparosane obtenu de la culture tf une 
souche d' Escherlchia coli (K5) est soumis avant Tlsolement et la purification a une purification preliml- 
naire, realisee k Taide d'un procede comportant la sequence des etapes suivantes : 

- etape a"i : Centrifugation de la suspension obtenue a ia fin de ia culture, 
40 - etape b"i : Mise en contact du surnageant avec une solution alcaline, 

- etape c"i : Pref lltration, 

- etape d"i : Concentration sur membrane de seuil de coupure determine, et eventuellement, 

- etape e", : Dialyse, 

4S 18. Composition pharmaceutique contenant comma principe actif un heparosane-N,0-sulfate selon Tune 
quelconque des revendications 1 d 9, en association ou en melange avec un excipient inerte, pharma- 
ceutlquement acceptable. 

19. Composition pharmaceutique contenant comme principe actif une composition d'heparosane-N,0-su!fat6 
QQ selon la revendicatlon 10 en association ou en melange avec un excipient inerte, pharmaceutiquement 

acceptable. 

20. Composition pharmaceutique selon I'une quelconque des revendications 18 et 1 9 utilisable pour ta regu- 
lation de la coagulation. 

21. Utilisation des heparosanes-N.O-sulfates de haute masse mol6culaire de formule I, selon la revendicatlon 
1 . pour ia preparation, apres fragmentation, des heparosanes-N,0-sulfates de faible masse moieculaire, 
inferleure e 1,5.10* Da. et comprise entre 1.5.10^ et 1.5.10* Da. 
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22. Utilisation des heparosanes N-sulfates, composes de formule IV. selon la revendlcation 11, pour la pre- 
paration, apres fragmentation, des heparosanes-N,0-sulfates de faible masse molecuiaire, inferieure a 
1,5.10^ Da, et comprise entre 1,5.103 et 1,5.10^ Da. 
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K I uTi^plu tecfaoologique 
O : divulgmtioD noD-Mtc 
P ; documcBl loterembirB 



T : tbMe ou principe i la base de I'lDvcDtioit 
E : dooimeDt dc brevet uitMeur, mais public & l« 

dmte de d6pAt ou aprts eetta date 
D : dkik dans la dcmande 
L : ctti pour d'autres ralsons 
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This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

f BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 
SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 
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